
I . A b s t r a c t

W a t e r b o r n e i l l n e s s i s o n e o f t h e w o r l d
'

s m o s t p e r v a s i v e c a u s e s o f m o r b id i t y a n d m o r t a l i t y ,

w i t h s e v e r e h e a l t h , s o c i a l , e n v i r o n m e n t a l a n d e c o n o m i c i m p a c t s . H u m a n f a e c e s a r e o ft e n

i n a d e q u a t e l y m a n a g e d a n d c o n t a m i n a t e c o m m u n i t y a n d h o u s e h o l d w a t e r s u p p l i e s .

Su s t a i n a b l e s a f e c o m m u n i t y a n d h o u s e h o l d w a t e r a c c e s s i s o ft e n n o t a c h i e v e d i n t h e

d e v e l o p i n g w o r l d a n d a d v e r s e h e a l t h i m p a c t s c a n r e s u lt f r o m f a e c a l c o n t a m i n a t i o n o f w a t e r .

M e t a l s , p a r t i c u l a r ly c o p p e r a n d z i n c , h a v e b e e n p r o p o s e d a s e f f e c t i v e d i s i n f e c t a n t s o f

d r i n k i n g w a t e r . T h i s r e s e a r c h a i m e d t o q u a n t i fy t h e o v e r a l l d i s i n f e c t i n g e f f e c t s o f a 0 . 2 m g / L

a n d 2 m g / L d o s e o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , a s w e l l a s t h e k i n e t i c s o f s u c h

d i s in f e c t i o n , o n t h r e e t e s t o r g a n i s m s ; B a c i l l u s c e r e u s s p o r e s , E s c h e r i c h ia c o l i l o g
-

p h a s e c e l l s ,

a n d M S2 c o l i p h a g e . E x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d i n p H 7 . 3 , 1 0 g / L (a p p r o x i m a t e l y 4 2 m M ]

H E PES - b u f f e r e d w a t e r w i t h a n d w it h o u t a b o u t 1 0 m g / L a d d e d n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r

(N O M ) . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f c u lt u r a b l e m i c r o o r g a n i s m s w e r e a s s a y e d a t 0 , 2 0 , 6 0 , 1 8 0 ,

a n d 3 6 0 m in u t e s . C o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s w e r e f o u n d t o b e e f f e c t i v e f o r s a m e -

d a y o r o v e r n i g h t a c h i e v e m e n t o f t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n (W . H . O . )
"

p r o t e c t i v e
"

l e v e l

o f d i s i n f e c t io n ( 2 l o g i o o r 9 9 % r e d u c t i o n ) f o r £
"

. c o l i i n b o t h e x p e r i m e n t a l w a t e r s , a n d B .

c e r e u s s p o r e s i n w a t e r s w i t h o u t a d d e d N OM . M e a s u r a b l e i n a c t i v a t i o n w a s n o t o b s e r v e d

a g a in s t M S2 c o l i p h a g e f o r t h e l o w d o s e , a l t h o u g h s o m e i n a c t i v a t i o n ( 0 . 5 3 t o 0 . 7 8 l o g i o

r e d u c t i o n i n 6 h o u r s i n N O M - a m e n d e d a n d N OM - n e g a t i v e w a t e r s ,
r e s p e c t i v e ly ) w a s

a c h ie v e d a t t h e h i g h d o s e . S o m e o t h e r e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s y i e l d e d i n a c t i v a t i o n , b u t i t

w a s n o t r a p i d o r e x t e n s i v e e n o u g h t o a c h i e v e t h e W . H . O . p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e t a r g e t f o r

s a m e
- d a y o r o v e r n i g h t u s e . Ov e r a ll , t h e c o m b i n e d u s e o f c o p p e r a n d z i n c n a n o p a r t i c l e s

s h o w s p r o m is e f o r e f f e c t i v e p o i n t - o f - u s e d i s i n f e c t i o n o f w a t e r l o w i n t u r b i d i t y a n d n a t u r a l

o r g a n i c m a t t e r .
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I I . A c k n o w l e d g e m e n t s

F i r s t l y , I w o u l d l i k e t o t h a n k m y g r a n d p a r e n t s , p a r e n t s , a n d e x t e n d e d f a m i ly , w i t h o u t t h e

[u n d e s e r v e d ) g e n e r o s i t y a n d (r e m a r k a b l e ) p a t i e n c e o f w h o m I w o u l d l i k e l y b e i l l i t e r a t e

a n d / o r j o b l e s s .

N e x t m u s t c o m e t h e l a r g e t e a m o f u n d e r g r a d u a t e r e s e a r c h e r s w h o m a d e t h i s w o r k p o s s i b l e .

I n r e v e r s e a l p h a b e t i c a l o r d e r t h e y a r e : T u c k e r W i t s i l , K a t h l e e n R o t h w e l l , Je s s R i c h a r d s o n ,

P r i a n c a R e d d i , N i r a n j a n i R a d h a k r i s h n a n , H u n t e r M o t t e , H a n n a h L e k e r
, N i k i t a Ja t h a n ,

M e h r i n

I s l a m
,
M a r y Co o p e r , M i c h a e l C l e a r , a n d E m i ly B a i l e y . W it h o u t t h e i r h a r d w o r k , e n v i a b l e

a b il it y t o d i s p l a y ( o r f e i g n ) i n t e r e s t i n t h e m o s t m u n d a n e o f t a s k s , a n d g e n e r o u s h e l p i n g s o f

f o r t it u d e , I w o u l d h a v e e x i s t e d i n t h a t f e a r e d n e t h e r w o r l d —t h e c i r c l e o f h e l l r e s e r v e d f o r

t h o s e w h o s e p r o j e c t s a r e p e r m a n e n t l y r e l e g a t e d t o t h e d r a w i n g - b o a r d o r i m p o s s i b l e t o

c o m p l e t e .

M e r i t i n g e s p e c i a l m e n t i o n a r e t w o f e l l o w g r a d u a t e s t u d e n t s . T o A n d r e w A r m s t r o n g ( c l a s s o f

2 0 1 1 ) ,
w h o s e i n c e s s a n t k i n d n e s s a n d s e e m i n g i m p e r v i o u s n e s s t o f r u s t r a t i o n g r e a t l y a i d e d

m y i n t r o d u c t i o n t o t h i s w o r k , n o a m o u n t o f t h a n k s I c o u l d g i v e a r e e n o u g h . A n d r e w v e r y

g r a c i o u s l y a l l o w e d m e t o a s s i s t i n h i s r e s e a r c h
, s i m p l e t o n t h o u g h 1w a s

,
t h e r e b y l a y i n g t h e

b u l k o f t h e f o u n d a t i o n f o r t h i s c u r r e n t t e c h n i c a l r e p o r t . A s a m e n t o r , a n d f r i e n d , h e c o u l d

s c a r c e l y b e r i v a l l e d .

T o A l y s o n M a l o n e (c l a s s o f 2 0 12 ) , r e s e a r c h p a r t n e r , c l a s s m a t e , a n d f o u l - w e a t h e r f r i e n d ,

m o r e t h a n k s a r e d u e t h a n c o u l d e v e r b e i n c l u d e d i n t h e s e a c k n o w l e d g e m e n t s . T h o u g h i t

s e e m s u n n e c e s s a r y t o p o i n t o u t , y o u r c h a r a c t e r
,
i n t e l l i g e n c e

,
a n d i n c r e d i b l e w o r k e t h i c

m e r i t m u c h p r a i s e ,
a n d a r e o b v i o u s t o a l l w h o

'

v e w o r k e d w i t h y o u . Y o u h a v e b e e n
,
a n d

a l w a y s w i l l b e , s o r e l y m i s s e d .

T o t h e f a c u lt y a n d s t a f f o f U N C
'

s S c h o o l o f P u b l i c H e a l t h w h o
'

v e h e l p e d m e a l o n g t h e w a y , a

s m a l l s a m p l e o f w h o m a r e ( i n n o p a r t i c u l a r o r d e r ) : D r L o u i s e B a l l , D r R e b e c c a F r y ,
D r Ji l l

St e w a r t
,
D r W i l l i a m V i z u e t e , D r Ro s e Co r y , D r O r l a n d o Co r o n e l l , D r P e g g y B e n t l e y ,

M s

D e n i s e Jo h n s o n , M s R e b e c c a G u n n , M s D e b o r a h W il l i a m s , M s Jo y c e M c N e i l l , M s B o b b i

W a l l a c e , a n d M s R o b i n W h i t l e y , m y e t e r n a l g r a t i t u d e i s d u e . I
'

v e l e a r n t a n e n o r m o u s a m o u n t

f r o m a l l o f y o u , a n d c a n o n l y h o p e t o a v o i d b e c o m i n g a s t a i n u p o n y o u r o t h e r w i s e -

u n t a r n i s h e d l e g a c i e s .

T h e a b o v e g o e s d o u b l e f o r t h o s e i n e x h a u s t i b l e f o u n t s o f g r e y - t i n g e d w i s d o m D r M a r k

So b s e y (m y l o n g
- s u f f e r i n g a d v is o r ) , M r D o u g W a i t (t h e l o n g - s u f f e r i n g l a b m a n a g e r ) , D r

Ja m i e B a r t r a m , a n d D r P h i l l i p S i n g e r . I o w e a l l o f y o u m y e s p e c i a l t h a n k s , a n d s h a l l b e

e t e r n a l ly g r a t e f u l f o r t h e h e l p f u l i n t r o d u c t i o n y o u g a v e m e i n t o t h e w o r l d o f W a SH .

T o M s Sh e r r y R h o d e s , M s M e l o d y L e v y , D r F e h c i a M e b a n e , a n d M r Ja c k W h a l e y : w i t h o u t y o u

I w o u l d n
'

t h a v e e n t e r e d p u b l i c h e a l t h a s a f i e l d , p e r i o d . M y f i r s t o r d e r o f b u s i n e s s , i f I e v e r

s t r i k e i t r i c h
,
w i l l b e t o p l a c e y o u r p o r t r a i t s t h r o u g h o u t t h e S c h o o l . C o n s i d e r t h i s a w r i t t e n

c o n t r a c t .

I
'

d l ik e a l s o t o g r a t e f u l l y a c k n o w l e d g e t h e g e n e r o s i t y o f t h e f a m i ly o f Je s s i e A . Sa t i a a n d Je a n
T . L a s s i t e r

, a s w e l l a s t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
'

s
"

P e o p l e , P r o s p e r i t y ,
a n d

t h e P l a n e t
"

P r o g r a m (Gr a n t SU 8 3 6 0 19 ) ,
w i t h o u t t h e s u p p o r t o f w h o m t h i s w o r k w o u l d s t i ll

b e u n f i n i s h e d .

i i i
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I I I . T a b l e o f Co n t e n t s

I . A b s t r a c t i i

I I . A c k n o w l e d g e m e n t s i i i

I I I . T a b l e o f C o n t e n t s 1

I V .
L i s t o f T a b l e s a n d F ig u r e s 4

V .
I n t r o d u c t i o n a n d B a c k g r o u n d 8

V I . L i t e r a t u r e R e v i e w a n d E x p e r i m e n t a l Co n t e x t 1 3

Co p p e r I o n s (Co p p e r Sa l t s ) St u d i e d A l o n e 1 3

Co p p e r I o n s [ Co p p e r Sa l t s ) St u d i e d i n C o m b in a t i o n w i t h O t h e r M e t a l s (M e t a l Sa l t s ) 1 7

T it a n i u m D i o x i d e N a n o p a r t i c l e s 1 9

Co p p e r a n d / o r Z i n c O x i d e N a n o p a r t i c l e s 2 0

Su m m a r y o f R e v i e w e d L i t e r a t u r e 2 3

V I I . O b j e c t iv e s a n d E x p e r i m e n t a l A p p r o a c h 2 6

O b j e c t i v e s 2 6

E x p e r i m e n t a l A p p r o a c h 2 6

M e t a l O x i d e N a n o p a r t i c l e s 2 6

D o s e 2 8

T e s t M i c r o o r g a n i s m s a n d A d d e d Co n c e n t r a t i o n t o T e s t W a t e r 2 9

T e s t W a t e r s 3 0

T i m e P o in t s a n d S a m p l i n g M e t h o d s 3 2

B a c t e r i a l a n d V i r a l A s s a y T e c h n i q u e s 3 3

D i s i n f e c t a n t Co n c e n t r a t i o n M e a s u r e m e n t 3 4

V I I I . Ex p e r i m e n t a l P l a n 3 6

I n d e p e n d e n t V a r i a b l e s : M e t a l D o s e s , O r g a n i s m s a n d T e s t W a t e r s 3 6

D e p e n d e n t V a r i a b l e s : Sa m p l i n g a n d A s s a y s 3 7

E v a l u a t i o n o f D i s i n f e c t i o n E f fi c a c y : T h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s 3 7
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I X M a t e r i a l s a n d M e t h o d s 3 9

P r e p a r a t i o n 3 9

M e t h o d s o f St a t i s t i c a l A n a l y s i s 4 2

Co n fi d e n c e I n t e r v a l s a n d L i m i t s o f S ig n i fi c a n c e 4 2

St a n d a r d i s a t i o n o f D i l u t i o n a n d E x p e r i m e n t a l D u p l i c a t e 4 3

St e a d y
- St a t e Co n t r o l C o u n t V e r i fi c a t i o n , S t a n d a r d i s a t i o n in A b e r r a n t C a s e s ,

a n d F i n a l

Ca l c u l a t i o n o f L o g (N t / N o) 4 3

M e t h o d s o f K i n e t i c s M o d e l l i n g a n d M i x e d - M o d e l A n a ly s i s 4 5

T h e Ch i c k - W a t s o n M o d e l 4 5

T h e H o m M o d e l 4 5

T h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l 4 6

E x t r a p o l a t i o n f r o m O b t a i n e d D a t a 4 8

M ix e d - M o d e l A n a ly s i s 4 9

M o t i v a t i o n 4 9

L i n e a r Ca s e s 4 9

N o n - L i n e a r Ca s e s 5 0

X .
R e s u l t s 5 2

K e y R e s u l t s 5 2

St a t i s t i c a l A n a l y s i s 5 9

K i n e t i c s M o d e l l i n g o f D i s i n f e c t i o n 6 0

E v a l u a t i o n o f D i s i n f e c t a n t Co n c e n t r a t i o n a t 0 a n d 3 6 0 M i n u t e s o f Co n t a c t T i m e 6 8

E x t r a p o l a t i o n t o M e e t Sp e c i fi e d WH O L o g i o Re d u c t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s 7 4

M i x e d - M o d e l A n a ly s i s 7 5

E f f e c t o f M e t a l N a n o p a r t i c l e D o s e o n E . c o l i , B . c e r e u s , a n d M S2 Co l i p h a g e D i s i n f e c t i o n f o r

B u f f e r e d W a t e r (P r e s e n c e o f D i s s o l v e d O r g a n i c M a t t e r H e l d Co n s t a n t f o r C o m p a r i s o n s ) 7 8
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E f f e c t o f t h e P r e s e n c e o f D i s s o l v e d Or g a n i c M a t t e r o n t h e E f f i c a c y o f t h e M e t a l A d d i t i v e D o s e s a n d

T h e i r D i s i n f e c t i o n o f B . c e r e u s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e (A m o u n t o f D o s e H e l d Co n s t a n t f o r

Co m p a r i s o n s ) 7 9

X I . D i s c u s s i o n 8 1

E s t i m a t e d E f f i c a c y o f Co p p e r a n d Z i n c O x i d e N a n o p a r t i c l e s a s B . c e r e u s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e

D i s i n f e c t a n t s i n W a t e r (R e l a t i v e t o W H O D i s i n f e c t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s ) 8 1

O t h e r F a c t o r s I n f l u e n c i n g D i s i n f e c t i o n E f f i c a c y 8 3

Ch e m i c a l Re a c t iv i t y o f D e l i v e r e d N a n o p a r t i c l e C o p p e r a n d Z i n c 8 3

Co p p e r a n d Z i n c Co n c e n t r a t i o n s i n T e s t W a t e r a n d P o t e n t ia l Ch a n g e s O v e r T i m e 8 3

P h y s i c a l S t a t e o f T e s t M i c r o b e s a n d D is i n f e c t a n t 8 5

P h y s i o l o g i c a l s t a t e o f E . c o l i a n d B . c e r e u s s p o r e s 8 6

X I I Co n c l u s i o n s 8 8

X I I I . R e f e r e n c e s 9 1

X I V . A p p e n d ix 9 9
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I V . L i s t o f T a b l e s a n d F i g u r e s

T a b l e 1 : R e a c t o r V e s s e l s a n d M e t a l A d d i t i v e / M i c r o o r g a n i s m D o s i n g 4 1

T a b l e 2 : St a t i s t i c a l A n a l y s i s a n d S i g n i f i c a n c e o f T e s t Co n d i t i o n s t h a t E x h i b i t e d I n c r e a s e d Cu l t u r a b l e

O r g a n i s m s b y 2 0 M i n u t e s Co m p a r e d t o T i m e 0 5 6

T a b l e 3 : E x p e r i m e n t a l C o n d it i o n s o f T e s t M i c r o b e , T e s t W a t e r a n d M e t a l D o s e a n d R e s u l t a n t L o g i o

R e d u c t i o n s o f Cu l t u r a b l e M i c r o b e s a f t e r 3 6 0 M i n u t e s C o n t a c t T i m e 5 9

T a b l e 4 : M a t c h e d - P a i r s T - T e s t R e s u l t s f o r Co n t r o l V e s s e l N t / N q u n d e r V a r i o u s E x p e r im e n t a l

Co n d i t i o n s 6 0

T a b l e 5 : Cu r v e - F i t t i n g V a l i d i t y f o r M o d e l s A p p l i e d t o V a r i o u s E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f

D i s i n f e c t i o n 6 1

T a b l e 6 : H o rn M o d e l P a r a m e t e r s a n d A s s o c i a t e d K i n e t i c s Ch a r a c t e r i s a t i o n u n d e r V a r i o u s

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s f o r M i c r o b e D i s i n f e c t i o n b y M e t a l O x i d e N a n o p a r t i c l e s 6 7

T a b l e 7 : O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l P a r a m e t e r s a n d A s s o c i a t e d R e s i d u a l F r a c t i o n s u n d e r

V a r io u s Ex p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s f o r M i c r o b e D i s i n f e c t i o n K i n e t i c s b y M e t a l O x i d e N a n o p a r t i c l e s . 6 8

T a b l e 8 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D is s o lv e d Co p p e r a n d Z i n c Co l l e c t e d a t 0

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r 6 9

T a b l e 9 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d Co p p e r a n d Z i n c Co ll e c t e d a t 3 6 0

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r 6 9

T a b l e 1 0 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D i s s o lv e d Co p p e r a n d Z i n c Co ll e c t e d a t 0

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N OM - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r 7 0

T a b l e 1 1 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D i s s o lv e d Co p p e r a n d Z i n c Co ll e c t e d a t 3 6 0

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - A ra e n d e d B u f f e r e d W a t e r 7 0

T a b l e 1 2 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f

D i s in f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r 7 2
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#

T a b l e 1 3 : 9 5% Co n f i d e n c e I n t e r v a l f o r I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a C o l l e c t e d a t 0

M in u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N OM - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r 7 2

T a b l e 1 4 : I C P - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f

D i s i n f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N O M - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r 7 2

T a b l e 1 5 : 9 5 % Co n f i d e n c e I n t e r v a l f o r IC P - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a Co l l e c t e d a t 0

M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s in f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N OM - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r 7 3

T a b l e 1 6 : T i m e R e q u i r e d t o R e a c h W . H . O .

"

P r o t e c t i v e
"

P e r f o r m a n c e T a r g e t s u n d e r V a r i o u s

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s 7 5

T a b l e 1 7 : B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a ly s i s R e s u l t s f o r St a t i s t i c a l Si g n i fi c a n c e b e t w e e n M e t a l A d d i t i v e

D o s e s f o r T e s t M i c r o b e D i s i n f e c t i o n a t V a r i o u s E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f T e s t W a t e r 7 6

T a b l e 1 8 : Ch i c k - W a t s o n B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a l y s i s R e s u l t s f o r St a t i s t i c a l S i g n i f i c a n c e b e t w e e n

T e s t W a t e r s f o r V a r i o u s Ex p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f M e t a l A d d i t iv e D o s e a n d T e s t M i c r o b e

D i s i n f e c t i o n 7 7

T a b l e 1 9 : H o m - M o d e l B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a l y s i s R e s u l t s f o r St a t i s t i c a l S i g n i f i c a n c e b e t w e e n T e s t

W a t e r s f o r V a r io u s E x p e r im e n t a l Co n d i t i o n s o f M e t a l A d d i t i v e D o s e a n d T e s t M i c r o b e D i s i n f e c t i o n

[ Ch i c k - W a t s o n a n d H o rn Co m p a r i s o n s Sh o w n S e p a r a t e l y ) 7 7

T a b l e 2 0 : E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f T e s t M i c r o b e , T e s t W a t e r a n d M e t a l D o s e a n d R e s u l t a n t L o g i o

R e d u c t i o n s o f Cu l t u r a b l e M i c r o b e s a ft e r 6 H o u r s 7 8

T a b l e 2 1 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d P e r c e n t a g e s o f A d d e d D o s e E q u i v a l e n t C o n v e r s i o n t o D i s s o l v e d

M e t a l— D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t iv e

B u f f e r e d W a t e r 8 4

T a b l e 2 2 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d P e r c e n t a g e s o f A d d e d D o s e E q u iv a l e n t Co n v e r s i o n t o D i s s o l v e d

M e t a l— D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T im e i n N OM -

A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r 8 4
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F i g u r e 1 : O v e r a l l r e d u c t i o n s in c u lt u r a b l e m i c r o b e s b y e x p o s u r e t o c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s o v e r t h e c o u r s e o f 3 6 0 m i n u t e s . Gr a p h A — 0 . 2 m g / L m e t a l s d o s e s i n b u f f e r e d w a t e r .

G r a p h B —2 m g / L m e t a l s d o s e s i n b u f f e r e d w a t e r . Gr a p h C— 0 . 2 m g / L m e t a l s d o s e s i n N OM -

a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r . Gr a p h D— 2 m g / L m e t a l s d o s e s i n N OM - a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r 5 5

F i g u r e 2 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f R c e r e u s S p o r e s , E . c o l i , a n d M S 2 C o l i p h a g e b y

t h e 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e in N O M - N e g a t i v e W a t e r ( E r r o r B a r s + / - 1 S. E . ) 5 7

F i g u r e 3 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s S p o r e s , E . c o l i , a n d M S2 Co l i p h a g e b y

t h e 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N OM - N e g a t i v e W a t e r (E r r o r B a r s + / - 1 S . E . ) 5 7

Fi g u r e 4 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s Sp o r e s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e b y

t h e 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N OM - A m e n d e d W a t e r (E r r o r B a r s + / - 1 S. E . ) 5 8

Fi g u r e 5 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s Sp o r e s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e b y

t h e 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N OM - A m e n d e d W a t e r ( E r r o r B a r s + / - 1 S . E ) 5 8

Fi g u r e 6 : Sh o u l d e r i n g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f B a c i l l u s c e r e u s Sp o r e s i n

N OM - N e g a t i v e W a t e r s b y 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 2

Fi g u r e 7 : Sh o u l d e r i n g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f B a c i ll u s c e r e u s Sp o r e s i n

N O M - N e g a t i v e W a t e r s b y 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 3

Fi g u r e 8 : Sh o u l d e r i n g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i i n N OM -

N e g a t i v e W a t e r s b y 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 3

F i g u r e 9 : Sh o u l d e r i n g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D is i n f e c t i o n o f E s c h e r i c h ia c o l i in N OM -

N e g a t i v e W a t e r s b y 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 4

F i g u r e 1 0 : T a il in g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f M S 2 Co l i p h a g e i n N OM -

N e g a t i v e W a t e r s b y a 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 4

F i g u r e 1 1 : T a i l i n g Cu r v e F i t b y t h e H o m M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f B a c i l l u s c e r e u s Sp o r e s in N OM -

P o s i t iv e W a t e r s b y a 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t iv e D o s e 6 5
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F i g u r e 1 2 : O n e - H it T w o
- P o p u l a t i o n Cu r v e F i t o f t h e D is i n f e c t i o n o f B a c i l l u s c e r e u s Sp o r e s i n N OM -

P o s i t i v e W a t e r s b y a 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 5

F i g u r e 1 3 : T a i l i n g Cu r v e F it b y t h e H o rn M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i i n N O M -

P o s i t i v e W a t e r s b y a 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 6

F i g u r e 1 4 : T a i l i n g Cu r v e F it b y t h e H o r n M o d e l o f t h e D i s i n f e c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i i n N O M -

P o s i t i v e W a t e r s b y a 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 6

F i g u r e 1 5 : O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n Cu r v e F i t o f t h e D is i n f e c t i o n o f M S2 Co l i p h a g e i n N O M - P o s it i v e

W a t e r s b y a 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e 6 7
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V . I n t r o d u c t i o n a n d B a c k g r o u n d

T h e d i s e a s e b u r d e n a n d m o r t a l i t y o f v u l n e r a b l e i n d iv i d u a l s , p a r t i c u l a r l y t h e p o o r
,
w o m e n ,

c h i l d r e n
,

a n d r u r a l r e s i d e n t s ,
w h o s u f f e r f r o m i l l n e s s a s a r e s u l t o f d r i n k i n g c o n t a m i n a t e d w a t e r , i s o f a g r e a t

m a g n i t u d e A c c o r d i n g t o t h e W o r l d H e a lt h O r g a n i s a t i o n i n 2 0 1 2
,
o v e r 2 . 5 b i l l i o n p e o p l e l i v e d

w i t h o u t a c c e s s t o i m p r o v e d s a n it a t i o n , a n d n e a r l y 8 0 0 m i ll i o n d i d n
'

t r e c e iv e t h e i r w a t e r f r o m

i m p r o v e d s o u r c e s . T h e t e r m "

i m p r o v e d
"

s o u r c e s a l s o d o e s n
'

t n e c e s s a r i l y i m p l y m i c r o b i a l s a f e t y ;

m a n y
"

i m p r o v e d
"

s o u r c e s a r e s t i l l m i c r o b i a l ly c o n t a m i n a t e d i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s .

A p p r o x i m a t e l y 1 . 5 m i l l i o n c h i l d r e n d ie o f d i a r r h o e a , o u t o f r o u g h l y 2 . 5 b i l l i o n c h i l d h o o d d i a r r h o e a

c a s e s , o n a n a n n u a l b a s i s . W a t e r b o r n e i l l n e s s i n g e n e r a l a c c o u n t s f o r f o u r p e r c e n t o f a l l d e a t h s a n d

f iv e p e r c e n t o f a l l h e a l t h l o s s d u e t o d i s a b i l i t y w o r l dw i d e ; a n d d i a r r h o e a a l o n e i s c o n s i d e r e d t o b e

t h e s e c o n d l e a d i n g c o n t r i b u t o r t o t h e g l o b a l b u r d e n o f d i s e a s e (W . H O . , 2 0 10 ) .

M u c h o f t h i s d i s e a s e r e s u l t s f r o m i n a d e q u a t e p r o v i s i o n o f s a f e d r i n k i n g w a t e r i n t h e h o u s e h o l d .

F a i l u r e s i n s u c h s a f e w a t e r a c c e s s , d e p e n d i n g o n t h e c o n t e x t , c a n r a n g e f r o m t h e c o m m u n it y a t

l a r g e , t o t h e n e i g h b o u r h o o d , o r t o t h e i n d iv i d u a l h o m e . T h e w o r k d i s c u s s e d h e r e a t t e m p t s t o

a d d r e s s t h e l a c k o f s a f e w a t e r a c c e s s a t t h e l e v e l o f t h e h o u s e h o l d , a n d p o t e n t i a l ly t h e

n e i g h b o u r h o o d . A l t h o u g h a p p l i c a t i o n o f s a f e w a t e r t e c h n o l o g y c a n b e s c a l e d t o c o m m u n i t y - l e v e l

w a t e r t r e a t m e n t , t h e m e t h o d o l o g y , d a t a , a n d c o n c l u s i o n s w i l l b e p r e s e n t e d h e r e p r e s u m in g f u t u r e

s m a l l - s c a l e , h o u s e h o l d o r i n d i v i d u a l u s a g e .

T h i s p r e s u m p t i o n o f u s e a t t h e h o u s e h o l d l e v e l w a s m a d e b a s e d o n t h e r e c o g n i t i o n o f h o u s e h o l d

w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s a s a v a l i d a n d a p p r o p r i a t e m e a n s o f d i s i n f e c t i n g d r i n k i n g w a t e r a t s m a ll

s c a l e (S o b s e y 2 0 0 2 , F e w t r e l l 2 0 0 5 ) . T y p i c a l e a s e o f u s e a n d a v a i l a b i l i t y , c o u p l e d w i t h p o t e n t i a l f o r

l o w - c o s t h i g h
-

y i e l d e f f i c a c y i m p l i e s t h a t h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s [H W T S) c a n o f t e n

8
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p r o v i d e b e n e f i t s i n t h e m i c r o b i a l s a f e t y o f w a t e r c o m p a r a b l e t o c o m m u n it y
- l e v e l t r e a t m e n t . I n l o w -

r e s o u r c e e n v i r o n m e n t s
,
H WT S c a n o f t e n p r o v i d e m o r e s i t e - s p e c i f i c a n d p o t e n t i a ll y m o r e e f f e c t i v e

c o v e r a g e t h a n p o o r l y
- i m p l e m e n t e d a n d m a n a g e d c o m m u n it y - l e v e l t r e a t m e n t s y s t e m s (C l a s e n ,

2 0 0 7 ) .

H o w e v e r , t h e r e a r e m a n y o b s t a c l e s t o o v e r c o m e w h e n c o n s i d e r i n g m e a n s o f t r e a t i n g d r i n k i n g

w a t e r a t t h e h o u s e h o l d l e v e l , p a r t i c u l a r l y i n l o w - r e s o u r c e c o n t e x t s . C o s t i s o n e ; g r a n t e d e q u a l

e f f i c a c y , u s a b i l i t y , a n d a c c e s s i b i l i t y ,
t h e l e s s e x p e n s i v e a m e t h o d o f t r e a t m e n t , t h e b e t t e r . A n o t h e r

i m p o r t a n t c o n s i d e r a t i o n r e g a r d i n g c o s t i s t h e n a t u r e o f t h e c a p i t a l r e q u i r e d f o r t h e t e c h n o l o g y
'

s

i m p l e m e n t a t i o n ,
i . e . w h e t h e r i t i s a h i g h i n i t i a l c a p i t a l i n v e s t m e n t s u c h a s f o r a d u r a b l e g o o d l i k e a

w a t e r f i l t e r , o r a r e p e a t i n g ,
m o r e m o d e r a t e c a p i t a l i n v e s t m e n t

,
s u c h a s a c o n s u m a b l e g o o d i n t h e

f o r m o f a s i n g l e
- u s e c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t .

D u r a b i l i t y a n d m o b i l i t y a r e a l s o i s s u e s ; a n y m e t h o d w h o s e l a c k o f s t u r d i n e s s w o u l d l e a d t o

l o g i s t i c a l d i f fi c u l t i e s i n i m p l e m e n t a t i o n w o u l d b e o f l i t t l e u s e i n r e s o u r c e - l i m i t e d a n d h a r s h fi e l d

c o n d i t i o n s . I n a r e l a t e d f a s h i o n , t h e m a n n e r i n w h i c h a m e t h o d i s u s e d m u s t l i k e w i s e b e t a k e n i n t o

a c c o u n t ; a n y w h i c h r e q u i r e a h i g h d e g r e e o f e d u c a t i o n / t r a i n i n g , o r i s e x c e s s iv e l y i n t r i c a t e w o u l d

l ik e ly b e l i m it e d i n a p p l i c a b i l i t y . F i n a l l y , c o n s u m e r a c c e p t a b i l i t y i s a k e y c o n s i d e r a t i o n . W i t h o u t

a c t u a l u p t a k e a n d c o n t i n u e d e f f e c t i v e u s e , e v e n t h e m o s t l a b o r a t o r y
- e f f e c t i v e w a t e r t r e a t m e n t s w i l l

f a i l t o r e a l i s e t h e i r f u l l p o t e n t i a l i n t h e fi e l d .

C u r r e n t ly a v a i l a b l e m e t h o d s f o r s o - c a l l e d
"

P o i n t o f U s e H o u s e h o l d
"

[ PO U H ) w a t e r t r e a t m e n t f a i l o r

a r e d e fi c i e n t i n o n e , o r m o r e o f t h e a b o v e c r i t e r i a . F r e e c h l o r i n e , a w i d e l y u s e d a n d m o d e r a t e l y

e f f e c t i v e d i s i n f e c t a n t , h a s m a n y u n d e s i r a b l e q u a l i t i e s ( e . g . c h e m i c a l v o l a t i l i t y , u n p l e a s a n t o d o u r a n d

t a s t e , p o t e n t i a l c a r c i n o g e n e s i s w h e n c o m b i n e d w i t h a q u e o u s o r g a n i c m a t t e r , i n e f f e c t i v e n e s s a g a i n s t
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t h e p r o t o z o a n p a r a s i t e C r y p t o s p o r i d i u m , e t c . ) t h a t p r e v e n t i t f r o m b e i n g t h e i d e a l s o l u t i o n . P h y s i c a l

f i e l d t r e a t m e n t m e t h o d s t h a t a r e c o m m e r c i a l l y a v a il a b l e a n d c a n b e u t i l i s e d w i t h w a t e r s t o r a g e

v e s s e l s , s u c h a s p o r t a b l e U V l a m p s ,
o r h o u s e h o l d f i l t e r s , c a n b e a c c e p t a b l e t o t h e c o n s u m e r , b u t

s o m e h a v e l i m i t e d o r u n c e r t a in e f f i c a c y a g a i n s t a l l c l a s s e s o f m i c r o b e s ( e s p e c i a l l y v i r u s e s ) ,
m a n y

p o s e c h a l l e n g e s f o r t r a n s p o r t b e c a u s e t h e y a r e e i t h e r t o o h e a v y o r t o o f r a g i l e , s o m e a r e o f

q u e s t i o n a b l e d u r a b i l i t y i n h a r s h fi e l d u s a g e , a n d m a n y h a v e h i g h i n i t i a l c o s t b e y o n d t h e m e a n s o f

l o w i n c o m e c o n s u m e r s .

Ch e m i c a l d i s i n f e c t a n t s s u c h a s c h l o r i n e a r e o n l y m o d e r a t e ly e f f e c t iv e , d i f fi c u l t t o m a i n t a i n i n a n

a c c e s s i b l e s u p p l y c h a i n , s o m e t im e s d i f fi c u lt t o p r o d u c e i n c o n s i s t e n t q u a l i t y a n d c o n c e n t r a t i o n ,

c u m b e r s o m e t o s t o r e i n l i q u i d f o r m ,
a n d o f t e n l e a d t o c o n s u m e r d i s s a t i s f a c t i o n d u e t o o b j e c t i o n a b l e

t a s t e , o r o l f a c t o r y e f f e c t s . P h y s i c a l fi l t r a t i o n m e t h o d s , t h o u g h o f t e n d u r a b l e
,
a r e t y p i c a ll y i m m o b il e

(s o m e t i m e s d i f fi c u l t t o t r a n s p o r t d u e t o t h e i r w e ig h t , b u l k o r f r a g i l i t y ) , a r e o f t e n i n e f f e c t iv e a g a i n s t

v i r u s e s a n d c a n a l s o b e e x p e n s i v e , r e q u i r i n g b o t h a h i g h i n i t i a l c a p i t a l o u t p u t a n d p e r i o d ic c a p i t a l

i n v e s t m e n t s (S o b s e y , 2 0 10 ) . M e t h o d s t h a t c o m b i n e t w o o r m o r e t e c h n o l o g i e s ,
i n c l u d i n g t h e a b o v e

,

c a n m i t i g a t e o r e n t i r e l y o v e r c o m e c o n s u m e r d i s s a t i s f a c t i o n d u e t o t a s t e , o r o l f a c t o r y e f f e c t s , b u t

s o m e f a i l t o p r o v i d e m o b i l i t y / e a s e o f p o r t a b l e u s a g e , a n d / o r a r e o ft e n p r i c e d o u t o f r e a c h f o r t h o s e

m o s t i n n e e d (So b s e y , 2 0 1 0 ) .

C e r t a i n a n t i m i c r o b i a l m e t a l s h a v e t h e p o t e n t i a l t o o v e r c o m e o n e o r m o r e o f t h e s e d i f fi c u l t i e s . T h e

a d d i t i o n o f c h e m i c a l ly s t a b l e m e t a l s t o w a t e r , i n c o n s u m a b l e a m o u n t s , w o u l d m e e t t h e c r i t e r i a f o r

d u r a b i l i t y , m o b i l i t y , s a f e s t o r a g e ,
a n d e a s e o f u s e . D e p e n d i n g o n t h e m e t a l , h i g h s u p p l y a v a i l a b i l i t y

c o u p l e d w it h e a s e o f s a f e s t o r a g e a n d d u r a b i l i t y c a n r e s u l t i n a r e l i a b l e s u p p ly c h a i n a n d l o w c o s t .

A l s o
,
d e p e n d i n g o n t h e m e t a l , d o s e s l o w e n o u g h t o b e c o n s u m a b l e c a n p o t e n t i a l l y b e e f f e c t i v e a n d

y e t c a u s e n o o b j e c t i o n a b l e t a s t e , c o l o u r , a n d s m e l l o f t r e a t e d w a t e r s . U n c h a r g e d m e t a l
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#

n a n o p a r t i c l e s i n p a rt i c u l a r h a v e b e e n c o n s i d e r e d f o r u s e a s g e n e r a l b l o c i d e s o r e v e n a s PO U H w a t e r

t r e a t m e n t a l t e r n a t i v e s i n t h e p a s t . U n c h a r g e d s i l v e r h a s b e e n r e p e a t e d l y i n v e s t i g a t e d a s a c o n t r o l

a g e n t f o r i n f e c t i o u s m i c r o o r g a n is m s [ Qi n ,
2 0 0 5 ] ; p a rt i c u l a r l y i n t h e c o n t e x t o f h o s p i t a l u s e (A t i y e h

e t a l , 2 0 0 7 ) . T i t a n i u m d i o x i d e h a s a l s o b e e n i n v e s t i g a t e d a s a d r i n k i n g
- w a t e r t r e a t m e n t b o t h i n i t s

p u r e f o r m ( I l y a s a n d O a z i , 2 0 1 0 ) a n d w h e n d o p e d w i t h s i l v e r ( L i g a , 2 0 1 1 ) . I n g e n e r a l h o w e v e r
,

m u c h u n c e rt a i n t y a n d d o u b t e x i s t s a b o u t t h e h e a l t h a n d e n v i r o n m e n t a l r i s k s p o s e d b y u s i n g s u c h

m e t a l s , p a rt i c u l a r l y o n e s s u c h a s t i t a n i u m d i o x i d e a n d s i l v e r t h a t p r e s e n t h i g h r i s k s o f a d v e r s e

t o x i c o l o g i c a l e f f e c t s (Sh a t k i n , 2 0 0 8 ) . Si n c e t h e g o a l o f t h i s e x p e r i m e n t a t i o n w a s t o h e l p i d e n t i fy a

c o n s u m a b l e d i s i n f e c t a n t , s u c h t o x i c o l o g i c a l c o n c e r n s w e r e im p o rt a n t t o b e a r i n m i n d w h e n

c o n s i d e r i n g t h e f u t u r e u s a b il i t y o f t h e m e t a l o x i d e n a n o p a rt ic l e s t e s t e d h e r e .

T h e r e s e a r c h d e s c r i b e d h e r e a i m e d t o f u rt h e r c h a r a c t e r i s e t h e p o t e n t i a l f o r u n c h a r g e d c o p p e r a n d

z i n c p a rt i c l e s t o b e u s e d a s d r i n k i n g
- w a t e r d i s i n f e c t a n t s I f e f f e c t i v e , u n c h a r g e d c o p p e r a n d z i n c ,

w h e n u s e d i n c o m b i n a t i o n
,
w o u l d m e e t t h e c r i t e r i a f o r l o w c o s t a n d c a p i t a l i n v e s t m e n t b u r d e n s ,

m o b i l i t y , a n d s i m p l i c i t y o f u s e a t a m in i m u m . P e n d i n g f u rt h e r w o r k r e g a r d i n g t h e d e s i g n a n d

d e l i v e r y o f s u c h a d i s i n f e c t a n t , t h e c r i t e r i a f o r s t a b il i t y a n d c o n s u m e r a c c e p t a b i l i t y c o u l d a l s o b e

a c h i e v e d . I n a d d i t i o n , a c c e p t a b l e c o n s u m e d c o n c e n t r a t i o n s f o r c o p p e r a n d z i n c , d e p e n d i n g o n t h e

f o r m o f n a n o p a rt i c l e u s e d , t e n d t o b e h i g h e r t h a n t h o s e o f s i lv e r , o r t i t a n i u m d i o x i d e (Sh a t k i n ,

2 0 08 ) , b u t a v a i l a b l e d a t a a r e l i m i t e d d u e t o t h e f e a s i b il i t y o f s t u d y i n g h u m a n h e a l t h e f f e c t s a f t e r

e x p o s u r e t o s u c h n a n o p a rt i c l e s .

U n c h a r g e d c o p p e r , u s e d a l o n e , h a s b e e n p r e v i o u s l y in v e s t i g a t e d f o r p o i n t o f u s e d i s i n f e c t i o n o f

b a c t e r i a i n w a t e r (Su d h a e t a l , 2 0 0 9 ) . T h e i o n i c f o r m s o f c o p p e r a l o n e
,
a s w e l l a s c o p p e r a n d z i n c i n

c o m b i n a t i o n h a v e a l s o b e e n p r e l im i n a r i l y i n v e s t i g a t e d a s p a rt o f t h e l a r g e r e f f o rt o f w h i c h t h i s

r e s e a r c h w a s a p a rt (A r m s t r o n g ,
2 0 1 1 ; K o m a n d u r , 2 0 1 1 ; M a l o n e , 2 0 12 ) . F u rt h e r m o r e , i o n i c c o p p e r
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i n c o m b i n a t i o n w i t h o t h e r m e t a l s a s a b i o c i d e h a s b e e n t h e s u b j e c t o f p r e v i o u s s t u d i e s ( e g L i n e t a l ,

1 9 9 6 ; Ce r v a n t e s e t a l , 1 9 9 4 ; T h u r m a n a n d Ge r b a , 1 9 8 9 ) .

P r e v i o u s l y e s t a b l i s h e d u s e s o f c o p p e r a s a b i o c i d e , t h e p r o p e n s i t y f o r c o p p e r t o r e m a i n i n t h e

i o n is e d f o r m w h e n c o m b i n e d w i t h z i n c i n n a t u r a l w a t e r s , t h e u s e o f z i n c a s a n o r a l a n t i - d i a r r h o e a l

s u p p l e m e n t (W . H . O , 2 0 0 8 ) a n d t h e k n o w n p r o p e n s i t y o f z i n c t o s e l e c t i v e l y in a c t i v a t e c e r t a i n t y p e s

o f v i r u s e s [ So b s e y , 2 0 1 0 ) a l l s u g g e s t a p o s s i b l e u s e f o r t h e t w o e l e m e n t s i n c o m b i n a t i o n . C o p p e r

i o n s a n d z i n c i o n s u s e d t o g e t h e r , p a r t i c u l a r ly i n c o m b in a t i o n w i t h o t h e r m e t h o d s o f w a t e r

t r e a t m e n t , h a v e b e e n p r e v i o u s l y s t u d i e d ( e . g . A b a d 19 9 4 , P y l e 1 9 9 2 , Y a h y a 1 9 9 0 ) . H o w e v e r , t h e

e f f i c a c y a n d d is i n f e c t i o n k i n e t i c s o f u n c h a r g e d c o p p e r a n d z i n c n a n o p a r t i c l e s ,
u s e d t o g e t h e r , o n a

v a r i e t y o f m i c r o o r g a n i s m s a n d i n v a r i o u s c h e m i c a l e n v i r o n m e n t s , r e m a i n r e l a t i v e ly

u n c h a r a c t e r i s e d .

W it h t h e g o a l o f e v e n t u a l l y d e v e l o p i n g a d i s i n f e c t a n t c o m p r i s e d o f u n c h a r g e d c o p p e r a n d z in c

n a n o p a r t i c l e s , a n i n v e s t ig a t i o n r e g a r d i n g t h e e f f e c t o f s u c h m e t a l s o n t h e s u r v i v a l a n d c u l t u r a b i l i t y

o r i n f e c t i v i t y o f t h r e e d i f f e r e n t o r g a n is m s , i n t w o d i f f e r e n t a q u e o u s m e d i a a n d u s i n g t w o d i f f e r e n t

m e t a l n a n o p a r t i c l e d o s e s w a s p u r s u e d . T h e i n v e s t ig a t i o n w a s p e r f o r m e d u s i n g a b a t c h d is i n f e c t i o n

m e t h o d , w h e r e b y k n o w n q u a n t i t i e s o f m i c r o o r g a n i s m s i n t e s t w a t e r s w e r e s i m u lt a n e o u s l y

s u b j e c t e d t o v a r i o u s d e f i n e d d i s i n f e c t i o n c o n d i t i o n s , a n d t h e m e a s u r a b l e q u a n t i t y o f m i c r o b ia l

s u r v iv o r s q u a n t i f i e d o v e r t i m e . T h e r e s e a r c h h e r e , t h o u g h a n e x p e r i m e n t a l s e t - u p u n d e r l a b o r a t o r y

c o n d i t i o n s , w a s p e r f o r m e d i n s u c h a m a n n e r a s t o a p p r o x i m a t e t y p i c a l h o u s e h o l d u s e c o n d i t i o n s a s

m u c h a s p o s s i b l e .
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V I . L i t e r a t u r e R e v i e w a n d E x p e r i m e n t a l C o n t e x t

A b a s i s e x i s t s f o r t h e b e l i e f t h a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s m a y p e r f o r m a s a d e q u a t e

p o i n t
- o f - u s e - h o u s e h o l d (PO U H ) d r i n k i n g

- w a t e r t r e a t m e n t s Co p p e r i o n s a l o n e a s w e ll a s c o p p e r

i o n s i n c o m b i n a t i o n w i t h o t h e r m e t a l s a n d / o r c h l o r i n e i n p a r t i c u l a r h a v e b e e n s t u d i e d a s b i o c i d e s

a n d a s d i s i n f e c t a n t s o f d r i n k i n g w a t e r , t h o u g h n o t t o t h e e x t e n t o f s i l v e r i o n s . M e t a l o x i d e

n a n o p a r t i c l e s i n g e n e r a l h a v e a l s o b e e n s t u d i e d a s b i o c i d e s , p o t e n t i a l l y t o x i c a g e n t s , a n d

d i s i n f e c t a n t s o f d r i n k i n g w a t e r . M o s t r e l e v a n t t o t h i s s t u d y a r e s t u d i e s o f t it a n i u m d i o x i d e

n a n o p a r t i c l e s , d u e t o c h e m i c a l s i m i l a r i t y t o c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s (B a d i r e d d y , 2 0 1 1 ) .

R e l e v a n t s t u d i e s o f t h e b i o c i d a l a n d t o x i c o l o g i c a l e f f e c t s o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n

p a r t i c u l a r a r e a l s o p r e s e n t e d b e l o w . T h o u g h s u c h s t u d i e s f r e q u e n t ly d o n o t f o c u s o n d r i n k i n g - w a t e r

d i s i n f e c t i o n , n o r o n d i s i n f e c t i o n o r i n a c t iv a t i o n k i n e t i c s , t h e y s t i l l r e m a i n u s e f u l a s a t h e o r e t i c a l

b a s i s f o r a n y a n t i m i c r o b i a l a c t i v i t i e s t h a t m a y b e e x p e c t e d o r o b s e r v e d .

C o p p e r I o n s ( Co p p e r S a l t s ) St u d i e d A l o n e

Co p p e r s u l p h a t e i n s a lt f o r m h a s b e e n i n v e s t ig a t e d a s e a r ly a s t h e b e g i n n i n g o f t h e 2 0 * c e n t u r y , a s

a n a l g a e c i d e (M o o r e e t a l , 1 9 04 ) . T r e a t m e n t w i t h c o p p e r s u l p h a t e w a s f u r t h e r i n v e s t i g a t e d a s a

c o m p l e m e n t t o c h l o r i n a t i o n f o r t h e p u r p o s e o f c o n t r o l l i n g a l g a l g r o w t h i n c o m m e r c i a l w a t e r

f a c i l i t i e s s u c h a s s w i m m i n g p o o l s . F i t z g e r a l d e t a l ( 1 9 6 3 ) i n v e s t i g a t e d c o p p e r s u l p h a t e ,
d o s e d t o

d e l i v e r 2 m g / L o f a q u e o u s c u p r i c i o n
,
a s a n a n t a g o n i s t t o M i c r o cy s t i s a e r u g i n o s a a n d Ch h r e l l a

py r e n o i d o s a . C o p p e r s u l p h a t e a t t h e s e c o n c e n t r a t i o n s w a s o b s e r v e d t o f u l l y i n h ib i t a l g a l g r o w t h ( n o

p r o l i f e r a t i o n o b s e r v e d ) i n l i q u i d a l g a l c u l t u r e w h e n c o m p a r e d t o a c o p p e r - n e g a t i v e c o n t r o l .

Z e v e n h u i z e n e t a l ( 1 9 79 ) s t u d i e d t h e i n h i b i t i o n o f b a c t e r i a l g r o w t h b y c o p p e r io n s . T h e ir s t u d y

f o u n d t h a t a w i d e r a n g e o f c u p r i c i o n c o n c e n t r a t i o n s
,
b e t w e e n l O- s a n d 10 - ^ M (0 . 0 0 6 t o 0 0 0 0 0 6

m g / L ) ,
i n i n o r g a n i c s a l t -

g l y c e r o l s o l u t i o n s p r e v e n t e d t h e c u lt u r a b i l it y o f K l e b s i e l l a a e r o g e n e s
,
w h e n

p l a t e d o n n o n - s e l e c t i v e s o l i d a g a r m e d i u m . I n a c t i v a t i o n o f b e t w e e n 2 a n d 3 l o g i o r e d u c t i o n s w a s
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o b s e r v e d a ft e r 4 h o u r s . Z e v e n h u i z e n e t a l d i d n o t e x a m i n e w h e t h e r o r n o t a s i m i l a r e f f e c t w o u l d b e

e x e r t e d i n a n a q u e o u s m e d i u m .

D o m e k e t a l ( 1 9 8 4 ) s t u d i e d s i m i l a r l y l o w l e v e l s o f c u p r i c i o n s . T h e i r s t u d y o b s e r v e d i n j u r y o f

c o l i f o r m p o p u l a t i o n s c a u s e d b y l e v e l s o f f r e e c u p r i c i o n b e t w e e n 0 . 0 0 7 a n d 0 . 5 4 m i ll i g r a m s p e r

l i t r e . A v a r i e t y o f n a t u r a l w a t e r s s a m p l e d f r o m m o u n t a i n s t r e a m s w e r e u s e d a s t h e e x p e r i m e n t a l

m e d i u m . L a b o r a t o r y e x p e r i m e n t s w i t h t h e s e n a t u r a l w a t e r s (p H v a r y i n g b e t w e e n 7 a n d 8 ) u s e d

0 . 2 5 a n d 0 . 5 m i l l i g r a m s o f c u p r i c i o n p e r l it r e a s t h e t e s t d o s e s . T h e t i m e t a k e n t o a c h i e v e 1 l o g i o

r e d u c t i o n o f c o l i f o r m b a c t e r i a w a s r e p o r t e d f o r b o t h d o s e s ; t h e 0 . 2 5 m g / L d o s e r e q u i r e d 6 d a y s o f

c o n t a c t t i m e , w h i l e t h e 0 . 5 m g / L d o s e r e q u i r e d 2 d a y s o f c o n t a c t t i m e . D o m e k e t a l ( 1 9 8 7 ) f u r t h e r

p e r f o r m e d m e t a b o l i c s t u d i e s . I n j u r i e s i n t h e r e s p i r a t o r y c h a i n o f t e s t e d E s c h e r i c h i a c o l i w e r e

d e d u c e d , b a s e d o n r e d u c t i o n s i n o x y g e n d e m a n d o f b a c t e r i a l c o l o n i e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . S u c h

d e d u c e d i n j u r i e s w e r e t h o u g h t t o e x p l a i n o b s e r v e d r e d u c t i o n s o f > 2 l o g i o w h e n d o s e d w it h 0 . 1 1 7

m g / L c u p r i c i o n f o r 7 d a y s .

T h u r m a n a n d G e r b a (1 9 8 9 ) p o s i t e d t h a t a n y i n a c t iv a t io n o f m i c r o b e s b y c u p r i c i o n a c t i v i t y m a y

p r o c e e d v i a t h e l i g a n d - i n d u c e d a l t e r a t i o n o f t e r t i a r y o r q u a t e r n a r y s t r u c t u r e o f e s s e n t ia l p r o t e i n s i n

t h e m i c r o o r g a n i s m . R a m a n e t a l ( 2 0 0 9 ) i n t h e i r s t u d y f o u n d i n v i t r o e v i d e n c e t o s u p p o r t t h i s c l a i m .

Sy n t h e t i c a l ly
-

p r o d u c e d Sh i f f B a s e s (p r o t e i n s t r u c t u r e s t h a t a r e i d e n t i c a l t o t h o s e f o u n d o n t h e

s u r f a c e s o f m a n y m i c r o o r g a n i s m s ) w e r e a n a l y s e d a ft e r e x p o s u r e t o c u p r i c i o n u s i n g

s p e c t r o p h o t o m e t r i c a n a l 3̂ i c a l t e c h n i q u e s , a n d w e r e f o u n d t o f o r m s q u a r e -

p l a n a r c o m p l e x e s a f t e r

e x p o s u r e , b u t n o t b e f o r e . Su c h c o m p l e x e s w e r e f u r t h e r f o u n d t o f o r m i n t e r c a l a t i n g D N A l e s i o n s
,

u s i n g e l e c t r o n i c a b s o r p t i o n s p e c t r o s c o p y , a n d d i f f e r e n t i a l p u l s e v o l t a m m e t r y . T h o u g h t h e i r s t u d y

w a s n o t p e r f o r m e d o n l i v e m i c r o o r g a n i s m s , i t i s p o s s i b l e t h a t s u c h e f f e c t s o c c u r i n v i v o a s w e ll .
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C u p r i c i o n - b a s e d c o m p l e x e s i n w a t e r m a y p a r t i c ip a t e i n d i s i n f e c t i o n i n d i r e c t l y a s w e ll . K u w a h a r a e t

a l ( 1 9 8 6 ) ,
V a s u d e v a c h a r i ( 1 9 8 2 ) , a n d Sa m u n i ( 1 9 8 3 ) h a v e a ll o b s e r v e d t h e p r o d u c t i o n o f h y d r o x y !

r a d ic a l s p e c i e s b y c o p p e r c o m p l e x e s i n w a t e r ; t h e s e r a d i c a l s p e c i e s w e r e t h e o r i s e d t o i n d u c e

o b s e r v e d i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s . Sa m u n i e t a l ( 1 9 8 3 ) s t u d i e d c o n c e n t r a t i o n s o f a p p r o x i m a t e l y 0 . 1 3

m g / L , c u p r i c i o n
,
w h i c h i n d u c e d t h e p r o d u c t i o n o f h y d r o x y l r a d i c a l s w h e n p l a c e d i n p h o s p h a t e -

b u f f e r e d p H
- n e u t r a l l a b o r a t o r y w a t e r . E x p e r i m e n t a l w a t e r s w e r e s p i k e d w i t h c u lt u r a b l e p h a g e

L a m b d a , a s w e l l a s p h a g e s T 2 - T 7 . Su r v i v i n g p h a g e s w e r e p l a t e d o n E . c o / / - s e e d e d t r y p t o n e a g a r

p l a t e s , a n d p l a q u e - f o r m i n g u n i t s q u a n t i f i e d . U p t o 2 5 l o g i o r e d u c t i o n s w e r e o b s e r v e d a ft e r 3 0

m i n u t e s ; Ch i c k - W a t s o n d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s w e r e o b s e r v e d . K u w a h a r a e t a l ( 1 9 8 6 ) o b s e r v e d

a p p r o x i m a t e l y 2 l o g i o r e d u c t i o n s (a s m e a s u r e d b y r e d u c t i o n i n p l a q u e - f o r m i n g u n i t s
, o r P F U s , o n E .

c o / / - s e e d e d s o l i d a g a r m e d iu m ) o v e r a c o n t a c t t i m e o f 1 8 0 m i n u t e s w h e n b a c t e r i o p h a g e p h i
- X 17 4

a m 3 w a s e x p o s e d t o c u p r i c io n a t c o n c e n t r a t i o n s v a r y i n g b e t w e e n 1 . 3 a n d 3 . 2 m g / L i n b o r a t e -

b u f f e r e d w a t e r s o f p H 7 . 6 a t a n u n s p e c i f i e d t e m p e r a t u r e . St e r r it a n d L e s t e r ( 1 9 8 0 ) f o u n d t h a t

c u p r i c i o n s d i s r u p t s y n t h e t i c a n d n a t u r a l ly - o b t a i n e d e n z y m e s b y b i n d i n g t o e l e c t r o n e g a t i v e a m i n o

a c i d f u n c t io n a l g r o u p s i n t h e i r p r o t e i n s t r u c t u r e . M a n z l e t a l ( 2 0 0 4 ) f o u n d t h a t c u p r i c i o n s e x h i b i t a

p e r o x i d i s i n g e f f e c t o n l i p i d s .

N o y c e e t a l . ( 2 0 0 6 ) f o u n d t h a t c u p r i c i o n s l e a c h e d f r o m c o p p e r
- c a s t a l l o y c o u p o n s a s c o m p a r e d t o a

s t a i n l e s s - s t e e l c o n t r o l c o u p o n . F u r t h e r e x p e r i m e n t a t i o n o n E . c o l i 0 1 5 7 :H 7 w a s p e r f o r m e d . E . c o l i

w a s u s e d t o i n o c u l a t e e x t r a c t e d b e e f j u i c e , a n d s u b s e q u e n t ly w a s e x p o s e d t o m e t a l c o u p o n s w h o s e

p e r c e n t c o m p o s i t i o n o f c o p p e r v a r i e d f r o m 0 t o 9 5 % f o r u p t o 6 h o u r s o f c o n t a c t t im e a t t w o

d i f f e r e n t t e m p e r a t u r e s ( 2 2 a n d 4 d e g r e e s c e n t i g r a d e ) . A t 2 2 d e g r e e s Ce n t i g r a d e a ft e r 6 h o u r s o f

c o n t a c t t i m e ,
n o C PU s w e r e f o u n d f r o m s a m p l e s fr o m a l l c o p p e r - c o n t a i n i n g c o u p o n s w h e n

c o m p a r e d t o a c o p p e r - n e g a t i v e c o n t r o l . A t 4 d e g r e e s c e n t i g r a d e
,
a ft e r t h e s a m e c o n t a c t t i m e , o n l y

a l l o y s o f 9 4 % a n d 9 5 % c o p p e r y i e l d e d s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t ( i . e . n o n - z e r o ) r e d u c t i o n (m e a s u r e d
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a t 1 . 5 a n d 5 l o g i o r e d u c t i o n s , r e s p e c t i v e l y ) . N o s t a t i s t i c a l ly
-
s i g n i fi c a n t r e d u c t i o n s w e r e f o u n d i n

s a m p l e s t a k e n f r o m i n o c u l u m e x p o s e d t o c o p p e r
- n e g a t i v e c o n t r o l s .

Ga d d a n d G r i f f i t h s ( 1 9 7 7 ) a s w e l l a s Ce r v a n t e s e t a l ( 1 9 9 4 ) e s t a b l i s h e d t h a t a q u e o u s c u p r i c i o n

p r o m o t e d s e l e c t i o n o f g e n e t i c a l l y d is t i n c t m i c r o o r g a n i s m s ; i t i s t h e o r i s e d t h a t a n e f f e c t o f n a t u r a l

s e l e c t i o n i n d u c e d t h e p r e s e n c e o f t r a i t s c o n f e r r i n g r e s i s t a n c e t o c o p p e r t o x i c i t y M i n t z e t a l ( 2 0 0 5 ) ,

i n a c o m p r e h e n s i v e l i t e r a t u r e r e v i e w t h a t c o n s i d e r e d p a p e r s p u b l i s h e d o n PO U (H ) t r e a t m e n t a n d

s t o r a g e o f w a t e r c o n t a i n i n g e n t e r i c i n d i c a t o r o r g a n i s m s , e s t a b l i s h e d c o p p e r ( I I ) s u l p h a t e a s a

p o t e n t i a l P O U H d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t t e c h n o l o g y , p o s i t i n g e f f i c a c y a t d o s e s a b o v e t h e

c o n s u m a b l e l e v e l , t h o u g h k i n e t i c s a n d q u a n t i f i c a t i o n w e r e n o t r e p o r t e d i n d e t a i l .

L e h t o l a e t a l ( 2 0 0 4 ) s t u d i e d b i o f i l m f o r m a t i o n a n d p r o l i f e r a t i o n i n w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s

( r o u g h ly p H n e u t r a l w a t e r a t r o u g h ly r o o m t e m p e r a t u r e s ) c o m p r i s e d o f c o p p e r p i p e s , a s c o m p a r e d

w i t h p o l y e t h y l e n e (P E ) p i p e s a s a c o n t r o l . T h e f o r m a t i o n o f b i o f i l m s a n d t h e i r p r o l i f e r a t i o n w e r e

m e a s u r e d b y h e t e r o t r o p h i c p l a t e c o u n t s a n d A T P c o n c e n t r a t i o n s ( p e r u n i t v o l u m e ) i n s a m p l e d

b i o fi l m m a t e r i a l . O b s e r v a t i o n s w e r e m a d e o v e r 3 0 8 d a y s w i t h s a m p l e s b e i n g t a k e n o n a d a i l y b a s i s .

Fo r m a t i o n o f b i o fi l m s w e r e n o t f o u n d t o b e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a t t h e e n d o f t h e e x p e r i m e n t .

H o w e v e r
,
i n t h e fi r s t 2 0 0 d a y s o f t h e e x p e r i m e n t

, b i o fi l m f o r m a t i o n in c o p p e r p i p e s w a s s t a t i s t i c a l l y

s i g n i fi c a n t l y r e d u c e d a s c o m p a r e d t o p i p e s m a d e w it h p o ly e t h y l e n e . C o p p e r p i p e s h a d 2 0 % t h e A T P

o f P E p i p e s , o n a v e r a g e , a n d r e d u c t i o n s o f a p p r o x i m a t e ly 7 5 % i n g r o w t h o n h e t e r o t r o p h i c p l a t e s

w e r e f o u n d p r i o r t o 2 0 0 d a y s . I n c o p p e r p i p e s , a q u e o u s c u p r i c i o n c o n c e n t r a t i o n s v a r i e d w i d e l y , b u t

n e v e r e x c e e d e d 0 . 7 m g / L .

V a n d e r K o o i j e t a l ( 2 0 0 5 ) p e r f o r m e d a s i m i l a r s t u d y . T h e i r s c o m p a r e d b i o fi l m f o r m a t i o n o f

^P L eg i o n e l l a i n m o d e l w a r m - w a t e r s y s t e m s c o m p r i s e d o f c o p p e r p i p e s , s t a i n l e s s s t e e l p i p e s , a n d P E
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p i p e s w h e n g r o w n i n t a p w a t e r b e t w e e n 2 5 a n d 3 5 d e g r e e s c e n t i g r a d e a n d s u b s e q u e n t l y e x p o s e d

t o w a t e r s o f 7 0 d e g r e e s c e n t i g r a d e t w i c e w e e k ly . M e d i a n v a l u e s o f A T P c o n c e n t r a t i o n f o r c o p p e r

p i p e s w e r e 2 . 1 n g / L ,
a s c o m p a r e d w i t h 2 . 5 n g / L f o r s t a i n l e s s - s t e e l p i p e s a n d 4 . 5 n g / L f o r P E

(c o n t r o l ) p i p e s T h i s f i n d i n g s w e r e m i r r o r e d w h e n u s i n g b i o f i l m f o r m a t i o n a s a m e t r i c ; v a l u e s f o r

c o p p e r a n d s t a i n l e s s - s t e e l p i p e s w e r e s im i l a r [6 30 p g / c m ^ ) a n d b o t h w e r e s i g n i f i c a n t l y l e s s t h a n P E

(c o n t r o l ) p i p e s ( 1 8 7 0 p g / c m ^ ) . L e g io n e l l a p r o l i f e r a t i o n w a s m e a s u r e d a t 1 5 0 0 C FU / L i n c o p p e r

p i p e s , a n d a p p r o x i m a t e ly 4 3 0 0 CF U / L f o r b o t h s t a i n l e s s - s t e e l a n d P E ( c o n t r o l ) p i p e s . C o p p e r p i p e s

w e r e f o u n d t o s i g n i fi c a n t ly i m p a i r L e g i o n e l l a p r o l i f e r a t i o n w h e n c o m p a r e d w i t h s t a i n l e s s - s t e e l ,

t h o u g h s t a i n l e s s - s t e e l p e r f o r m e d s i m i l a r l y a s a n i n h i b i t o r o f b i o fi l m f o r m a t i o n a n d p r o l i f e r a t i o n .

D w i d j o s i s w o j o e t a l ( 2 0 1 1 ) f u r t h e r f o u n d t h a t d o s e s o f c o p p e r i o n s o f a p p r o x i m a t e l y 0 . 6 5 m g / L

e x h i b i t e d 6 l o g i o r e d u c t i o n s o f P s e u d o m o n a s a e u r u g i n o s a c u l t u r a b i l i t y ( a s m e a s u r e d b y C PU s o n

s o l i d - a g a r p l a t e s ) a f t e r 2 4 h o u r s o f e x p o s u r e a t 2 0 d e g r e e s c e n t i g r a d e i n r o u g h ly p H
- n e u t r a l t a p

w a t e r o b t a i n e d f r o m d o m e s t i c p l u m b i n g s y s t e m s . T o t a l c e ll n u m b e r s d e t e r m i n e d
"

m i c r o s c o p i c a l l y
"

d i d n o t d e c r e a s e h o w e v e r , a n d t h e a m o u n t o f i n t a c t 1 6 S r ib o s o m a l R N A (a s d e t e r m i n e d b y

fl u o r e s c e n t i n s i t u h y b r i d i s a t i o n ) r e m a i n e d r o u g h ly e q u a l b e f o r e a n d a f t e r e x p o s u r e . C o m p l e t e

r e s t o r a t i o n o f c u l t u r a b i l i t y w a s f o u n d a f t e r 1 4 d a y s w h e n c o p p e r
- e x p o s e d b a c t e r i a l s a m p l e s w e r e

d o s e d w it h a c h e l a t i n g a g e n t ( d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e , o r D D T C) f o u n d t o r e m o v e c u p r i c i o n f r o m

b i o l o g i c a l l i g a n d - b a s e d c o m p l e x e s .

C o p p e r I o n s (Co p p e r Sa l t s ) S t u d i e d i n Co m b i n a t i o n w i t h O t h e r M e t a l s (M e t a l S a l t s )

K i m e t a l ( 2 0 0 4 ) d e t e r m i n e d t h a t c e r a m i c fi l t e r s i n f u s e d w it h a m e t a l l i c d i s i n f e c t a n t c o m p r i s e d o f

c o p p e r , s i l v e r , a n d o t h e r m e t a l i o n s i n u n k n o w n p r o p o r t i o n w a s c a p a b l e o f a c h i e v i n g a 2 l o g i o

r e d u c t i o n i n c u l t u r a b l e m i c r o o r g a n is m s i n j u s t 1 5 m i n u t e s . D e t a i l s o f t h e fi l t e r , d u e t o it s s t a t u s a s a

p r o t e c t e d t r a d e s e c r e t , w e r e n o t p r o v i d e d i n t h e p a p e r . A t r a d e m a r k e d
"

E E K O - B A L L
"

s t o c k s o l u t i o n
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o f u n s p e c i f i e d c o m p o s i t i o n b u t c o n t a i n i n g 0 . 0 5 m g / L s i l v e r i o n a n d 0 . 0 5 m g / L c o p p e r i o n
, o f p H 7 . 3

w a s i n o c u l a t e d w i t h E . c o li a t 2 5 d e g r e e s c e n t i g r a d e , a n d f o u n d t o b e f o u r t i m e s a s e f f e c t iv e a t

d i s i n f e c t i o n ( c o n t a c t t i m e r e q u i r e d t o r e a c h 2 l o g i o r e d u c t i o n s o f 1 6 m i n u t e s , a s o p p o s e d t o 5 8

m i n u t e s ) w h e n c o m p a r e d w i t h t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s o f s i l v e r a n d c o p p e r i o n s p r e s e n t i n a

s o l u t i o n o f e q u a l p H a n d t e m p e r a t u r e , b u t w i t h o u t E E K O - B A L L
'

s s e c r e t i n g r e d i e n t s .

St o u t s e t a l ( 2 0 0 3 ) p e r f o r m e d a c o m p r e h e n s iv e m e t a l - a n a l y s i s o f d a t a r e p o r t e d i n a l i t e r a t u r e

r e v i e w o f l o n g
- t e r m ( > 3 6 5 d a y ) h o s p i t a l s t u d i e s a i m e d a t c h a r a c t e r is i n g t h e e f f i c a c y o f c o p p e r -

s i l v e r i o n i s a t i o n s y s t e m s a t c o n t r o l l i n g L e g io n e l l a p n e u m o p h i l i a . U s i n g m e a s u r e s o f o x y g e n d e m a n d

a n d A T P m e t a b o l i s m a s s u r r o g a t e s f o r b i o f i l m a c t i v i t y , t h e i r s t u d y f o u n d t h a t h o s p i t a l w a r m w a t e r

s y s t e m s t h a t u t i l i s e d c o p p e r - s i l v e r i o n i s a t i o n a t a w i d e r a n g e o f c o n c e n t r a t i o n s e x h i b i t e d

d i s i n f e c t i o n o f L e g i o n e l l a t o a d e g r e e t h a t w a s s t a t i s t i c a l ly s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m h o s p i t a l

w a r m - w a t e r s y s t e m s . T h e m e a s u r e u s e d w a s r e p o r t s o f s a m p l e s t a k e n f r o m s u c h s y s t e m s t h a t

t e s t e d p o s i t i v e f o r L e g i o n e ll a . A ft e r t h e i n s t a l l a t i o n o f c o p p e r - s i lv e r i o n i s a t i o n s y s t e m s
,
h a l f o f a l l

h o s p i t a l s r e p o r t e d n o p o s i t i v e s a m p l e s ,
a n d a n a d d i t i o n a l 4 4 % r e p o r t e d a p r o p o r t i o n o f p o s i t i v e

s a m p l e s l e s s t h a n 3 in 1 0 , a s c o m p a r e d t o a l l h o s p i t a l s r e p o r t i n g a p p r o x i m a t e ly 9 0 % p o s i t iv e

s a m p l e s p r i o r t o s y s t e m i m p l e m e n t a t i o n .

B l a n c e t a l (2 0 0 5 ) a n d Ca c h a f e i r o e t a l ( 2 0 0 7 ) a l s o p e r f o r m e d c r i t i c a l e v a l u a t i o n s o f c o p p e r - s i l v e r

i o n i s a t i o n s y s t e m s u s e d i n h o s p it a l s e t t i n g s a s d i s i n f e c t a n t s , m o s t p a r t i c u l a r l y f o r L e g i o n e l l a

p n e u m o p h i l i a . B l a n c e t a l r e p o r t e d t h a t n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s f o u n d i n d i s i n f e c t i o n o f

L e g io n e l la b e t w e e n c o p p e r - s i l v e r i o n i s a t i o n s y s t e m s a s c o m p a r e d t o o z o n a t i o n s y s t e m s w h e n t h e

w a t e r t e m p e r a t u r e w a s e i t h e r 5 0 d e g r e e s c e n t ig r a d e o r 6 5 d e g r e e s c e n t i g r a d e . C a c h a f e i r o e t a l

s e l e c t e d t e n s t u d i e s p u b l i s h e d b e t w e e n Ja n u a r y 1 9 9 7 a n d Ja n u a r y 2 0 0 7 f o r a s y s t e m a t i c r e v i e w a n d

m e t a - a n a l y s i s . F o r i o n l e v e l s t h a t r a n g e d f r o m 0 . 1 m g / L t o
"

w i t h i n i n t e r n a t i o n a l ly r e c o m m e n d e d
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l e v e l s
"

o f 2 m g / L f o r c o p p e r , C a c h a f e i r o f o u n d t h a t c o p p e r - s il v e r i o n i s a t i o n w a s a n
"

e f f e c t iv e
"

m e t h o d o f d i s i n f e c t i o n u s in g t h e r e d u c t i o n i n t h e p e r c e n t a g e o f s a m p l e s t h a t t e s t e d p o s i t i v e f o r

L e g io n e l l a a s t h e c r i t e r i o n f o r j u d g e m e n t . St a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e w a s c a l c u l a t e d in a l l c a s e s u s i n g a

t w o - s a m p l e p r o p o r t i o n ( z ) t e s t f o r s i g n i f i c a n c e ,
d i s in f e c t i o n k i n e t i c s ( i f s t u d i e d ) w e r e n o t r e p o r t e d .

T i t a n i u m D i o x i d e N a n o p a r t i c l e s

R e v i e w s o f t h e s a f e t y a n d e f f i c a c y o f v a r i o u s m e t a l n a n o p a r t i c l e s a s b i o c i d e s h a v e b e e n p e r f o r m e d ,

t h o u g h f ew i n a n e x p e r i m e n t a l c o n t e x t r e l e v a n t t o d r i n k i n g w a t e r . M o s t r e l e v a n t t o t h i s

e x p e r i m e n t a t i o n a r e s t u d i e s p e r f o r m e d o n t i t a n i u m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e s ( u s u a l l y d o p e d w it h

s i l v e r o r n i t r o g e n ) . Y a n g - H w e i e t a l ( 2 0 0 7 ) p e r f o r m e d a c o m p r e h e n s i v e l it e r a t u r e r e v i e w o f

t i t a n iu m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e
- i n d u c e d p h o t o c a t a l y s is i n a q u e o u s s o l u t i o n s . P h o t o - c a t a l y s i s i s

t h e o r i s e d t o b e t h e
"

a c t i v e i n g r e d i e n t
"

o f T i O z n a n o p a r t i c l e
- b a s e d d i s i n f e c t a n t s . Su c h n a n o p a r t i c l e s

( u n - d o p e d ) w h e n e m b e d d e d i n t h e s u r f a c e o f a m o d e l o r t h o p a e d i c i m p l a n t i n c o m b i n a t io n w i t h U V

l ig h t w e r e f o u n d t o i n d u c e o v e r 3 l o g i o r e d u c t i o n s i n 5 0 m i n u t e s o f c u l t u r a b l e E . c o l i
,
P . a e r u g i n o s a

,

S. a u r e u s , E . h i r a e , a n d B . f r a g i l is g r o w n o n a m o d e l o r t h o p a e d i c im p l a n t a t r o o m t e m p e r a t u r e ; s u c h

p o p u l a t i o n s w e r e a l s o e x p o s e d t o U V l i g h t w i t h o u t t i t a n i u m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e s a n d n o

s i g n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n w a s o b s e r v e d i n t h e t i m e p e r i o d s t u d i e d . B r u n e t e t a l ( 2 0 0 8 ) f o u n d t h a t u n -

d o p e d t i t a n i u m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n p u r e w a t e r ( a t a c o n c e n t r a t i o n o f a p p r o x i m a t e l y 1 0 0

m g / L ) , p r o d u c e d h y d r o x y l r a d i c a l s w h e n e x p o s e d t o l ig h t ; s u c h p r o d u c t i o n w a s t h e o r i s e d t o i n d u c e

b a c t e r i a l i n a c t i v a t i o n ( 7 5% o f f . c o l i e x p o s e d w e r e i n a c t i v a t e d a f t e r 6 h o u r s ) . T h e p r o d u c t i o n o f

h y d r o x y l r a d i c a l s w a s n o t f o u n d w h e n b a c t e r i a w e r e e x p o s e d t o i d e n t i c a l n a n o p a r t i c l e s a t t h e s a m e

c o n c e n t r a t i o n i n d a r k e n v i r o n m e n t s .

L i g a e t a l ( 2 0 1 0 ) o b s e r v e d t h e e f f i c a c y o f s i l v e r - d o p e d t i t a n i u m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e s f o r

d i s i n f e c t i o n o f M S 2 c o l i p h a g e v i r u s e s i n d a r k a n d in l i g h t . F o r d a r k e x p e r i m e n t s , s i lv e r - d o p e d T i O z
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n a n o p a r t i c l e s w e r e c o m p a r e d w i t h u n - d o p e d n a n o p a r t i c l e s a n d a m e t a l - n e g a t i v e c o n t r o l . S a m p l i n g

w a s t a k e n a ft e r 1 0 m i n u t e s o f a g i t a t e d c o n t a c t t i m e a t r o o m t e m p e r a t u r e ; s u b s e q u e n t l y , t h e

s a m p l e s w e r e k e p t a t 4 d e g r e e s C e n t i g r a d e b e f o r e a fi n a l e n u m e r a t i o n . U n - d o p e d n a n o p a r t i c l e s

a c h ie v e d a p p r o x i m a t e ly 2 0 % i n a c t i v a t i o n a ft e r 1 0 m i n u t e s , d o p e d n a n o p a r t i c l e s a c h i e v e d

a p p r o x im a t e l y 8 0 % i n a c t i v a t i o n a ft e r t h e s a m e t i m e p e r i o d . T h i s d i f f e r e n c e w a s a t t r i b u t e d t o

l e a c h e d s i l v e r i o n . T h e d a r k m e c h a n i s m o f a c t i o n o f t i t a n i u m d i o x i d e w a s t h e o r i s e d t o b e a g g r e g a t e

f o r m a t i o n w i t h v i r u s p a r t i c l e s ,
l e n d i n g c r e d e n c e t o t h e b e l i e f t h a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s m a y p e r f o r m i n a s i m i l a r m a n n e r .

T h e s a m e e x p e r i m e n t w a s r e p e a t e d i n a p h o t o - c a t a l y t i c c o n t e x t , w i t h e x p o s u r e t o l i g h t a t 3 5 0 n m a t

2 . 5 m i l l i w a t t s p e r s q u a r e c e n t i m e t r e o f i n t e n s i t y . T h e p r o d u c t i o n o f h y d r o x y l r a d i c a l s w a s

o b s e r v e d . B o t h d o p e d a n d u n - d o p e d n a n o p a r t i c l e s y i e l d e d s i g n i f i c a n t d i s i n f e c t i o n ; u n - d o p e d

n a n o p a r t i c l e s y i e l d e d a p p r o x i m a t e l y 2 l o g i o r e d u c t i o n s i n P F U s a ft e r o n ly t w o m i n u t e s , w h i l e d o p e d

n a n o p a r t i c l e s a c h i e v e d a p p r o x i m a t e ly 6 l o g i o r e d u c t i o n s i n P F U s i n a s i m i l a r t i m e p e r i o d . P h o t o -

c a t a l y t i c p r o d u c t i o n o f h y d r o x y l r a d i c a l s i s t h e o r i s e d t o a c c o u n t f o r t h e d i f f e r e n c e i n v i r u s r e d u c t i o n

r e s u l t s b e t w e e n d a r k a n d l ig h t e x p e r i m e n t a t i o n .

C o p p e r a n d / o r Z i n c O x i d e N a n o p a r t i c l e s

Co p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s h a v e b e e n s p e c i f i c a l l y i n v e s t i g a t e d a s t o x i c a n t s a n d b i o c i d e s .

A r u o j a e t a l [ 2 0 0 8 ] e x p e r i m e n t e d w it h c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , i n c o m p a r i s o n t o t h e

"

b u l k
"

(l u m p s v i s i b l e t o t h e n a k e d e y e ) f o r m o f t h e m e t a l o x i d e s . T h e a l g a P s e u d o k ir c h n e ri e ll a

s u b c a p i t a t a w a s s t u d i e d f o r a b i l i t y t o g r o w w h e n d o s e d w i t h n a n o p a r t i c l e a n d b u l k Z n O , Cu O , a n d

T i 0 2 a t d o s e s b e t w e e n 0 . 0 4 a n d 1 m g / L i n a q u e o u s s o l u t i o n . T h e c o n c e n t r a t i o n r e q u i r e d t o a c h i e v e

5 0 % g r o w t h i n h ib it i o n o f t h e o r g a n i s m s (EC5 0 c o n c e n t r a t i o n ) w a s o b s e r v e d . A l l p o p u l a t i o n s

e x h i b i t e d E C 5 0 l e v e l s w i t h i n t h i s d o s e r a n g e ; a l g a l p r o l i f e r a t i o n w a s m e a s u r e d i n s t a n d a r d a q u e o u s
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m e d i u m , a n d t h e d o s e a t w h i c h 5 0 % o f a l g a l g r o w t h w a s i n h i b i t e d w a s n o t e d . M o r e r e l e v a n t t o t h i s

s t u d y , r e l a t i v e e f f e c t s o f t h e n a n o - a n d b u l k f o r m o f c o p p e r a n d z i n c o x id e w e r e d e t e r m i n e d .

N a n o p a r t i c l e c o p p e r o x i d e p r o d u c e d a p p r o x i m a t e l y 1 4 1 t i m e s a s m u c h
"

b i o a v a i l a b l e
"

( f r e e ) c o p p e r

a s b u l k c o p p e r o x i d e . T h e s a m e w a s n o t t h e c a s e f o r z i n c o x i d e ; n a n o p a r t i c l e z i n c o x i d e w a s f o u n d

t o p r o d u c e b i o a v a i l a b l e z i n c a t s i m i l a r l e v e l s a s b u l k z i n c o x i d e . Z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s w e r e ,

h o w e v e r , f o u n d t o b e m o r e t o x i c t o m i c r o a l g a e t h a n c o p p e r o x i d e n a n o p a r t i c l e s ; b o t h w e r e f o u n d t o

e x c e e d t i t a n i u m d i o x i d e i n t o x i c i t y . S p e c i f i c k i n e t i c q u a n t i f i c a t i o n o f v i a b i l i t y r e d u c t i o n s i n t h e

m i c r o a l g a l p o p u l a t i o n s w a s n o t p e r f o r m e d i n t h e s e s t u d i e s .

K a s e m e t s e t a l (2 0 0 9 ) r e p o r t e d s i m i l a r fi n d i n g s r e g a r d i n g d i f f e r e n t i a l p e r f o r m a n c e b e t w e e n c o p p e r

a n d z i n c o x i d e i n t h e n a n o p a r t i c l e f o r m .

"

T h e e f f e c t o f m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s , t h e i r b u l k f o r m s ,

a n d r e s p e c t i v e i o n i c f o r m s w e r e c o m p a r e d
"

. A l l b i o c i d e s w e r e d o s e d i n t h e g r o w t h m e d i u m o f t h e

y e a s t Sa c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e (m a l t e x t r a c t m e d i u m o f 2 0 g / L d e n s i t y a t 3 0 d e g r e e s c e n t i g r a d e ) .

T o x i c i t y fi n d i n g s , a s m e a s u r e d b y i n h i b i t i o n o f 5 . c e r e v i s i a e w e r e s i m i l a r t o t h o s e o b s e r v e d b y

A r u o j a e t a l . f o r a l g a e . M o r e r e l e v a n t t o t h i s s t u d y , t h e fi n d i n g t h a t b o t h n a n o - a n d b u l k Zn O w e r e

s i m i l a r i n t o x i c i t y w a s r e p l i c a t e d .
A f t e r 8 h o u r s o f c o n t a c t t i m e , t h e E C 50 o f b o t h w e r e b e t w e e n 1 2 1

a n d 1 3 4 m g / L . A f t e r 2 4 h o u r s o f c o n t a c t t i m e , t h e E C 5 0 o f b o t h w e r e b e t w e e n 1 3 1 a n d 1 58 m g / L .

N a n o - C u O w a s f o u n d t o b e a p p r o x im a t e ly 6 0 t i m e s m o r e t o x i c t h a n t h e b u l k f o r m . A ft e r 8 h o u r s o f

c o n t a c t t i m e , E C5 0 s w e r e 2 0 . 7 a n d 1 2 9 7 m g / L f o r t h e n a n o a n d b u l k f o r m , r e s p e c t i v e l y . A ft e r 2 4

h o u r s o f c o n t a c t t i m e , E CSOs w e r e 1 3 . 4 a n d 8 7 3 m g / L , r e s p e c t i v e ly . B y u s i n g c u p r i c i o n d o s i n g a s a

c o n t r o l f o r i o n i c a c t i v it y , t h e a u t h o r s c o n c l u d e d t h a t t h e a v a i l a b il i t y o f c u p r i c i o n a c c o u n t e d f o r o n l y

"

5 0 % o f t h e t o x i c i t y o f b o t h n a n o a n d b u l k Cu O
"

. I n f o r m a t i o n f o r z i n c i o n d o s i n g a n d t h e s t a t i s t i c a l

e f f e c t s o f b i o a v a i l a b l e z i n c i o n i n d is i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s w i t h n a n o a n d b u l k Z n O w a s n o t

r e p o r t e d .
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H e i n l a a n e t a l ( 2 0 0 7 ) e x a m i n e d t h e e f f e c t o f t h e s e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s o n V i b r i o f i s c h e r i a n d

s e v e r a l s p e c i e s o f c r u s t a c e a n s i n v i v o , i n a 2 % N a C l a q u e o u s s o l u t i o n ( n e a r - n e u t r a l p H ) i n t e n d e d t o

m i m i c s a l t w a t e r c h e m i c a l e n v i r o n m e n t s . CP U s f o r V f is c h e r i w e r e q u a n t i f i e d o n s t a n d a r d s o l i d a g a r

m e d iu m . E x a m i n a t i o n s o f t h e e f f e c t o f t h e s e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s m i r r o r e d t h e f i n d i n g s o f

K a s e m e t s e t a l a n d A r u o j a e t a l ; z i n c i o n s e x h i b i t e d s i m i l a r t o x i c i t y t o z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s

w h e r e a s n a n o p a r t i c l e Cu O w a s m u c h m o r e t o x i c t h a n b u l k Cu . C o n t r a r y t o t h e fi n d i n g s o f K a s e m e t s

h o w e v e r
,
n e a r l y 1 0 0 % o f t h e t o x i c e f f e c t o f Cu O w a s f o u n d t o b e d u e t o c u p r i c i o n r e l e a s e

,
a s

c o m p a r e d w it h a n i o n - o n l y c o n t r o l s a m p l e . B r a y n e r e t a l ( 2 0 0 6 ) e x a m i n e d Z n O n a n o p a r t i c l e s

( d e l i v e r e d i n d i e t h y l e n e g l y c o l , o r D EC , m e d i u m ) a l o n e a s d i s in f e c t a n t s o f E . c o l i . N a n o p a r t i c l e

d o s i n g w a s p e r f o r m e d o n ( a n d C PU s w e r e q u a n t i fi e d o n ) L u r i a - B e r t a n i m e d i u m ( s o l i d a g a r p l a t e s ) .

T r a n s m i s s i o n e l e c t r o n m i c r o s c o p y (T E M ) w a s u s e d t o s t u d y m e t a l - s t r e s s e d b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s .

"

T h e r e s u lt s c o n fi r m e d t h a t E . c o li c e l l s a ft e r c o n t a c t w i t h D EC a n d Z n O w e r e d a m a g e d s h o w i n g a

Gr a m - n e g a t i v e t r i p l e m e m b r a n e d i s o r g a n i s a t i o n
"

.

I n a c t i v a t i o n d a t a o r k i n e t i c s w e r e n o t t h e s p e c i fi c f o c u s ; r a t h e r , t h e f o c u s o f t h e s t u d y w a s t o

d e t e r m i n e t h e p o t e n t i a l m e c h a n i s m f o r Z n O i n a c t i v a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s . B r a y n e r e t a l ( 2 00 6 )

f o u n d t h a t p e r f o r a t i o n s w e r e m a d e i n t h e c e l l u l a r m e m b r a n e o f Z n O - s t r e s s e d E . c o l i , l e a d i n g t o

i n t e r n a l i s a t i o n o f t h e n a n o p a r t i c l e s a n d s u b s e q u e n t i n a c t i v a t i o n . B i n d in g t o l i p i d s a n d p r o t e i n s

i n c r e a s e d d r a s t i c a l ly i n E . c o l i 0 1 5 7 :H 7 t h a t w e r e e x p o s e d t o n a n o p a r t i c l e z i n c o x i d e a t d o s e s

b e t w e e n 1 0 - 2 a n d I Q- * M (6 . 3 5 t o 6 3 5 m g / L ) a n d i n a c t i v a t i o n v a r i e d b e t w e e n 1 0 0 % a t t h e h i g h e r

d o s e a n d 8 5 % a t t h e l o w e r d o s e w i t h i n 6 h o u r s .

L u n a - d e l R i s c o e t a l ( 2 0 10 ) p e r f o r m e d a s t u d y o n t h e e f f e c t o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s

i n c o m b i n a t i o n o n t h e p r o d u c t i o n o f b i o g a s ( t a k e n t o b e a n e x p e r i m e n t a l s u r r o g a t e f o r m i c r o b i a l

a c t i v i t y ) i n a n a e r o b i c d i g e s t o r s . T e m p e r a t u r e v a ri e d w i t h m i c r o b i a l a c t i v i t y i n t h e d i g e s t o r s , a s d i d
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a m b i e n t a t m o s p h e r i c p r e s s u r e , n u t r i e n t a v a i l a b i l i t y , e t c . A c t i v i t y i n d i g e s t e r s c o n t a i n i n g b u lk - a n d

n a n o - s i z e d Cu O a n d Z n O w a s c o m p a r e d w i t h b i o g a s p r o d u c t i o n i n a m e t a l - n e g a t i v e c o n t r o l

d ig e s t e r
. E C 5 0 d o s e s f o r n a n o - C u O w e r e e s t i m a t e d t o b e 1 0 7 m g / L , a n d f o r n a n o - Z n O w e r e

e s t i m a t e d t o b e 5 7 . 4 m g / L , l e a d i n g t o t h e c o n c l u s i o n t h a t b o t h m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n

c o m b i n a t i o n s i g n i f i c a n t l y r e t a r d e d m i c r o b i a l a c t i v i t y i n s u c h e n v i r o n m e n t s .

Su m m a r y o f R e v i e w e d L i t e r a t u r e

1 ) Co p p e r s a l t s ,
w h e n s t u d i e d a l o n e , a r e f o u n d t o b e e f f e c t i v e d i s i n f e c t i o n s o f a l g a e , b a c t e r i a l

c o l o n i e s
,
b i o f i l m s a n d b a c t e r i o p h a g e s .

2 ) Cu p r i c i o n h a s b e e n s h o w n t o e x h i b i t l i g a n d - b a s e d c o m p l e x a t i o n r e a c t i o n s w i t h s y n t h e t i c

p r o t e i n s t h a t a r e s t r u c t u r a l l y s i m i l a r , o r i d e n t i c a l , t o t h o s e f o u n d o n t h e s u r f a c e s o f

m i c r o o r g a n i s m s

3 ) Cu p r i c i o n h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o i n j u r e t h e m e t a b o l i c s y s t e m s o f c o l i f o r m p o p u l a t i o n s

4 ) P o p u l a t i o n s s t r e s s e d w i t h c u p r i c i o n h a v e b e e n s h o w n t o e v o l v e t o b e c o m e g e n e t i c a l l y

d is t i n c t f r o m n o n - s t r e s s e d p o p u l a t i o n s o v e r t i m e

5 ) Cu p r i c - i o n - b a s e d c o m p l e x e s i n a q u e o u s e n v i r o n m e n t s h a v e b e e n s h o w n t o p r o d u c e

h y d r o x y l r a d i c a l s p e c i e s , a k n o w n m i c r o b i a l i n a c t i v a t o r .

6 ] Cu p r i c i o n s h a v e b e e n f o u n d t o d i s r u p t s y n t h e t i c a n d n a t u r a l l y
- o b t a i n e d e n z y m e a c t i v i t y , a s

w e l l a s t o e x h i b i t a p e r o x i d i s i n g e f f e c t o n l i p i d s t r u c t u r e s

7 ) Cu p r i c i o n s h a v e b e e n t h e o r i s e d a s t h e e x p l a n a t i o n f o r t h e o b s e r v e d i n h i b it i o n o f b i o f i l m

g r o w t h a n d p r o l i f e r a t i o n o n c o p p e r p i p e s , a s c o m p a r e d w it h p o ly e t h y l e n e o r s t a i n l e s s - s t e e l

c o n t r o l s

8 ] O n e s t u d y h a s f o u n d t h a t o r g a n i s m s e x p o s e d t o c u p r i c i o n h a v e t h e c a p a c i t y t o r e c u p e r a t e

a f t e r 1 4 d a y s o n c e e x p o s u r e h a s b e e n r e m o v e d . F u r t h e r m o r e
,
e x p o s u r e t o c u p r i c i o n
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p r e v e n t e d c u l t u r a b i l i t y b u t d i d n o t d e c r e a s e m e a s u r a b l e c e l l c o u n t s o r t h e a m o u n t o f i n t a c t

1 6 S r i b o s o m a l R N A .

9 ) Co p p e r
- s i l v e r i o n i s a t i o n s y s t e m s h a v e b e e n b r o a d l y d e m o n s t r a t e d t o b e e f f e c t i v e a t

c o n t r o l l i n g g r o w t h a n d p r o l i f e r a t i o n o f L e g i o n e l l a p n e u m o p h i l i a , p a r t i c u l a r l y a t h i g h e r

t e m p e r a t u r e s .

1 0 ) T i t a n i u m d i o x i d e m e t a l n a n o p a r t i c l e s a r e e f f e c t i v e d i s i n f e c t a n t s i n a q u e o u s m e d i a ; t h e i r

e f fi c a c y i s a m p l i f i e d b y d o p i n g w i t h s i l v e r o r n i t r o g e n . T h e i r e f fi c a c y i s t h e o r i s e d t o b e d u e

t o p h o t o
- c a t a l y t i c p r o d u c t i o n o f h y d r o x y l r a d i c a l s u n d e r n e a r - UV o r U V l i g h t ;

e x p e r i m e n t a t i o n i n t h e d a r k p r o d u c e s o n ly a s l i g h t e f f e c t , m o s t l i k e l y d u e t o a g g r e g a t i o n a n d

c o m p l e x a t i o n r e a c t i o n s w i t h m i c r o o r g a n is m s .

1 1 ) N a n o p a r t i c l e z i n c o x i d e a n d b u l k z i n c o x i d e p e r f o r m s i m i l a r l y a g a i n s t a v a r i e t y o f

m i c r o o r g a n i s m s i n n e a r -

p H n e u t r a l w a t e r s ; b o t h a r e m o d e r a t e ly e f f e c t iv e d i s i n f e c t a n t s i n

i s o l a t i o n . T h e d e g r e e t o w h i c h s u c h d i s i n f e c t i o n i s d u e t o t h e p r o d u c t i o n o f z i n c i o n s i n

a q u e o u s m e d i a i s u n c h a r a c t e r i s e d .

1 2 ) N a n o p a r t i c l e c o p p e r o x i d e e x h i b i t e d s i g n i fi c a n t l y h i g h e r d i s i n f e c t i o n t h a n ( e x h i b i t e d a n

e f f e c t a m p l i fi e d b y a n y w h e r e f r o m 6 0 - 1 4 1 t i m e s m o r e t h a n ) b u l k c o p p e r o x i d e . B o t h a r e

e f f e c t i v e a s d i s i n f e c t a n t s in i s o l a t i o n . A p p r o x i m a t e ly 5 0 % o f t h e d i s i n f e c t i n g e f f e c t o f c o p p e r

o x i d e , w h e t h e r i n t h e n a n o p a r t i c l e o r t h e b u l k f o r m
,
i s a t t r i b u t e d t o t h e p r o d u c t i o n o f c u p r i c

i o n i n a q u e o u s m e d i a .

1 3 ) N a n o p a r t i c l e z i n c o x i d e h a s b e e n f o u n d t o b i n d t o a n d p e r f o r a t e t h e c e l l u l a r m e m b r a n e s o f

E . c o l i , l e a d i n g t o t h e i r s u b s e q u e n t i n t e r n a l i s a t i o n . T h i s i s t h e o r i s e d a s t h e m e c h a n i s m

b e h i n d o b s e r v e d d i s i n f e c t i o n o f E . c o l i b y n a n o p a r t i c l e z i n c o x i d e .

1 4 ) Co p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , s t u d i e d t o g e t h e r
,
w e r e f o u n d t o s i g n ifi c a n t ly r e t a r d

b i o g a s f o r m a t i o n ( a s u r r o g a t e f o r m i c r o b i a l a c t i v i t y ) i n a n a e r o b i c d i g e s t o r s a s c o m p a r e d

w i t h a m e t a l - n e g a t i v e c o n t r o l d i g e s t o r
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F r o m t h e r e v i e w e d l i t e r a t u r e a b o v e , a b a s i s e x i s t s f o r t h e t h e s i s t h a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s , w h e n d o s e d i n c o m b i n a t i o n a n d u s e d a g a i n s t b a c t e r i a
,
v i r u s e s

, a n d p r o t o z o a n

( o o ) c y s t s u r r o g a t e s , m a y b e e f f e c t i v e d i s i n f e c t a n t s . T h o u g h i n f e r e n c e i n t o t h e m e c h a n i s m b y

w h i c h s u c h p o t e n t i a l d i s i n f e c t i o n m a y o c c u r i s n o t t h e f o c u s o f t h i s s t u d y , t h e r e s u l t s p r e s e n t e d

h e r e i n m a y c o n t r i b u t e t o f u t u r e a t t e m p t s t o e l u c i d a t e t h e m e a n s b y w h i c h s u c h d i s i n f e c t a n t s

a c h i e v e i n a c t iv a t i o n o f t e s t m i c r o o r g a n i s m s .

I n f o r m a t i o n o n t h e s p e c i f i c k i n e t i c s o f i n a c t i v a t i o n , a s w e l l a s t h e u s e o f
"

s a f e
"

( c o n s u m a b l e )

d o s e s o f t h e s e d i s i n f e c t a n t s i n w a t e r i n t e n d e d f o r h u m a n c o n s u m p t i o n i s s c a r c e , a s i s

i n f o r m a t i o n o n t h e i r e f f e c t i n w a t e r s c o n t a i n i n g n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r (N O M ) a n d t h e e f f e c t ,
i f

a n y , s u c h N OM m a y h a v e o n t h e d i s i n f e c t i o n e f f e c t s o b s e r v e d . A n e v a l u a t i o n o f t h e a b i l i t y o f

c o p p e r a n d z i n c o x id e n a n o p a r t i c l e s t o m e e t t h e W . H O .

"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t s o f 2

l o g i o r e d u c t i o n s o f c u l t u r a b l e b a c t e r i a a n d p r o t o z o a n (o o ) c y s t s u r r o g a t e s a n d 3 l o g i o r e d u c t i o n s

o f e n t e r i c v i r u s s u r r o g a t e s h a s n o t b e e n f o u n d i n t h e l i t e r a t u r e . L i k e w i s e , a s p e c i f i c e v a l u a t i o n

o n t h e a b i l i t y o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s t o m e e t a c c e p t a b l e d i s i n f e c t i o n (b y a n y

s t a n d a r d ) o f b a c t e r i a l , e n t e r i c v i r u s , a n d p r o t o z o a n ( o o ) c y s t s u r r o g a t e s i n a c o n t e x t c o n s i s t e n t

w i t h s a m e - d a y o r o v e r n i g h t c o n s u m a b l e d is i n f e c t i o n h a s n o t b e e n f o u n d . T h e e x p e r i m e n t a t i o n

d i s c u s s e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t a i m s t o h e l p e l u c i d a t e s u c h m a t t e r s .
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V I I . O b j e c t i v e s a n d E x p e r i m e n t a l A p p r o a c h

O b j e c t i v e s

T h i s e x p e r i m e n t a t i o n a i m e d t o t e s t t h e h y p o t h e s is t h a t a m e t a l a d d i t i v e c o m p r i s e d o f u n c h a r g e d

c o p p e r a n d z i n c n a n o p a r t i c l e s o r a c h e m i c a l l y r e l a t e d f o r m o f t h e s e m e t a l s c o u l d b e a f e a s ib l e

a lt e r n a t i v e d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t m e t h o d f o r d r i n k i n g w a t e r a t t h e p o i n t o f u s e (h o u s e h o l d ) l e v e l .

F e a s ib i l i t y i s d e f i n e d b y t h e f o l l o w i n g c r i t e r i a :

1 . T h e r e a c h i n g o f a n a d e q u a t e m a g n i t u d e o f d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e b y a d o s e o f t h e m e t a l

a d d i t i v e s u i t a b l e f o r s a f e d a i l y c o n s u m p t i o n

2 . T h e a c h i e v e m e n t o f t h i s p e r f o r m a n c e a g a i n s t a r e p r e s e n t a t i v e r a n g e o f m i c r o o r g a n i s m s

3 . T h e a c h i e v e m e n t o f t h i s p e r f o r m a n c e w i t h i n a t i m e p e r i o d c o n s i s t e n t w i t h s a m e - d a y o r

o v e r n i g h t u s e .

T h e r e f o r e i f t h e m e t a l a d d i t i v e t e s t e d h e r e w e r e t o n o t a c h i e v e a n a d e q u a t e l e v e l o f d i s i n f e c t i o n

p e r f o r m a n c e a c r o s s a l l c l a s s e s o f m i c r o o r g a n i s m s t e s t e d w it h i n a p p r o x i m a t e l y 1 2 - 1 8 h o u r s a t

t h e d o s e s e m p l o y e d , i t w o u l d b e c o n s i d e r e d in a d e q u a t e f o r a p p l i c a t i o n a s a c o n s u m a b l e p o i n t
-

o f - u s e ( h o u s e h o l d ) d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t .

E x p e r i m e n t a l A p p r o a c h

M e t a l Ox i d e N a n o p a r t i c l e s

T h e f o c u s o f t h i s r e s e a r c h w a s t o e v a l u a t e t h e u s e o f u n c h a r g e d n a n o p a r t i c l e s o f c o p p e r a n d z in c t o

d i s i n f e c t d r i n k i n g w a t e r . A n y b i o c i d a l p r o p e r t ie s h a v e b e e n t h e o r i s e d t o r e s i d e in t h e s u r f a c e

c h e m i s t r y ( r e a c t i v i t y ) o f t h e s e m e t a l s , a n d t h e i r p r o p e n s i t y t o r e l e a s e m e t a l i o n s i n a q u e o u s

s o l u t i o n (S i n g e r , 2 0 1 0 ) . I n o r d e r t o m a x i m i s e t h e a m o u n t o f p o t e n t i a l s u r f a c e c h e m i s t r y t h e r e f o r e
,

t h e n a n o p a r t i c l e f o r m s o f t h e s e m e t a l s w e r e c h o s e n . B e c a u s e s m a l l e r s i z e c o r r e s p o n d s t o a l a r g e r

s u r f a c e - a r e a - t o - v o l u m e r a t i o , t h e n a n o p a r t i c l e f o r m s o f t h e s e m e t a l s p r e s e n t l a r g e r t o t a l s u r f a c e
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a r e a p e r u n i t m a s s t h a n a n e q u i v a l e n t m a s s o f u n c h a r g e d p a r t i c l e s i n t h e
"
b u l k

"

f m a c r o s c o p i c a l l y
-

s i z e d ) f o r m .

F o r t h i s r e a s o n h o w e v e r , n a n o p a r t i c l e s t e n d t o b e v e r y h i g h ly r e a c t i v e (S h a t k i n , 2 0 0 8 ) . Fo r t h e

p u r p o s e o f c o n s u m a b l e d r in k i n g
- w a t e r d i s i n f e c t i o n , a c e r t a i n a m o u n t o f s t a b i l i t y i s d e s i r a b l e . P u r e

u n c h a r g e d n a n o p a r t i c l e c o p p e r a n d z i n c , t h o u g h a v a i l a b l e , h a v e v e r y p o o r s h e l f l i f e a n d s t o r a g e

c a p a c i t y . U p o n e x p o s u r e t o a m b i e n t a i r , t h e y v e r y r e a d i ly f o r m m o n o - o r o c c a s i o n a l l y p o l y
-

o x y g e n a t e d s p e c i e s , a n d r e a c t w i t h w a t e r p a r t i c l e s , e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s , a n d o t h e r

h e t e r o g e n e o u s a i r b o r n e c o m p o u n d s t o c r e a t e c o m p l e x e s o f u n k n o w n s i z e , c h e m i c a l a c t i v i t y ,
a n d

p r e v a l e n c e (B a d i r e d d y , 2 0 1 1 )

Fo r t h e s e e x p e r i m e n t s ,
t h e n a n o p a r t i c l e f o r m s o f c o p p e r a n d z i n c w e r e s t a b i l i s e d p r i o r t o u s e . D u e

t o t h e l i k e l y h i g h l e v e l o f e x p e r i m e n t a l p r e c a u t i o n t h a t w o u l d h a v e b e e n r e q u i r e d i n o r d e r t o

p r e v e n t t h e f o r m a t i o n o f m o n o - o x y g e n a t e d s p e c i e s ( o x i d e s ) o f t h e s e m e t a l s u p o n e x p o s u r e t o

a m b i e n t a i r
,
a n d d u e t o t h e d e s i r e t o u s e f o r m s o f t h e m e t a l s t h a t w o u l d h a v e r e l a t i v e l y s i m p l e

u s a g e i n s t r u c t i o n s i n l o w - r e s o u r c e e n v i r o n m e n t s , t h e o x i d e f o r m s o f t h e s e m e t a l s w e r e c h o s e n . I n

t h i s r e s e a r c h
,
n a n o p a r t i c l e s o f c u p r i c o x i d e (Cu O) a n d z i n c o x i d e ( Z n O) w e r e u s e d , r a n g i n g i n s i z e

b e t w e e n 2 5 a n d 4 5 n a n o m e t r e s . O n e p a r t i c l e o f m e t a l o x i d e w a s c o n s i d e r e d , f o r t h e p u r p o s e s o f

t h i s e x p e r i m e n t a t i o n , t o b e o n e p a r t i c l e o f
"

d e l i v e r a b l e m e t a l
"

. T h e p a r t i c l e s w e r e s t o r e d i n s e p a r a t e

c o l l o i d a l s o l u t i o n s , u s i n g a n a q u e o u s s o l v e n t m a t r i x w i t h o u t o t h e r n a n o p a r t i c l e s
,
w i t h o u t

c o m p o u n d s t h a t w o u l d o b s c u r e , b i n d w it h , o r i n d u c e p r e c i p i t a t i o n i n t h e d e s i r e d n a n o p a r t i c l e s ,

u n d e r c o n d i t i o n s o f d a r k n e s s , a n d w e r e r e f r i g e r a t e d a t a t e m p e r a t u r e o f 4 d e g r e e s Ce n t i g r a d e .
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D o s e

T h e W o r l d H e a lt h O r g a n i s a t i o n
,
t h e U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y a n d t h e U n i t e d St a t e s

Fo o d a n d D r u g A d m i n i s t r a t i o n h a v e p u b l i s h e d r e c o m m e n d e d l e v e l s o f c o p p e r a n d z i n c f o r d r i n k i n g

w a t e r (W . H . O . , 2 0 0 4 ; W . H . O . ,
2 0 0 7 ; F . D . A . , 1 9 9 4 ; E . P A , 2 0 0 2 ) . C o p p e r a n d z i n c h a v e d i f f e r e n t

t o l e r a b l e m a x i m u m l e v e l s . T h e W . H . O a n d t h e F . D . A b o t h r e c o m m e n d a m a x i m u m l i m i t o f 2

m i l l i g r a m s o f c o p p e r p e r p e r s o n p e r d a y ,
o r 0 . 0 5 m il l i g r a m s o f c o p p e r p e r k i l o g r a m o f b o d y w e i g h t

p e r p e r s o n p e r d a y . A m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n o f 2 m i l l i g r a m s o f c o p p e r p e r l i t r e o f w a t e r i s a l s o

r e c o m m e n d e d b y b o t h p a r t i e s . T h e E . P . A . , b a s e d l a r g e l y o n c o n s i d e r a t i o n o f a t - r i s k s u b p o p u l a t i o n s ,

s u c h a s t h o s e w i t h W i l s o n
'

s d is e a s e , r e c o m m e n d s a m a x i m u m o f 1 . 3 m g / L o f c o p p e r , t h o u g h t h i s

l e v e l i s n o n - e n f o r c e a b l e .

F o r z i n c , t h e r e c o m m e n d e d l i m i t s b y b o t h t h e F . D J V. a n d t h e W . H . O . a r e t h e l o w e r o f 1 5 m i l l i g r a m s

p e r a d u lt p e r d a y o r 0 . 3 7 5 m i l l ig r a m s p e r k i l o g r a m o f b o d y w e i g h t p e r i n d iv i d u a l p e r d a y . H o w e v e r ,

t h e r e c o m m e n d e d m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r i s 2 m i l l i g r a m s o f z i n c p e r l i t r e o f

w a t e r f o r t h e F . D
. A . a n d W . H . O . , a n d 5 m i l l i g r a m s o f z i n c p e r l i t r e f o r t h e E . P .A .

, b a s e d o n a e s t h e t i c

f a c t o r s s u c h a s s m e l l a n d t a s t e . 2 m i l l i g r a m s p e r l i t r e , t h e l o w e r o f t h e t w o l i m i t s
,
i s d e s ig n a t e d a s

t h e m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n i n t h i s r e s e a r c h (W . H . O . 2 0 0 7 ) . T h e r e c o m m e n c e d m a x i m u m a q u e o u s

c o n c e n t r a t i o n s f o r b o t h c o p p e r a n d z i n c f o r t h i s r e s e a r c h w e r e t h e r e f o r e b o t h e q u a l
,
a n d a r e

d e n o t e d h e n c e f o r t h a s t h e
"

1 0 0%
"

d o s e .

I n a d d i t i o n t o t h e 1 0 0 % d o s e , a t e n f o l d r e d u c t i o n o f m e t a l a d d i t i v e w a s a l s o u s e d i n

e x p e r i m e n t a t i o n , c o r r e s p o n d i n g t o 0 . 2 m i l l i g r a m s p e r l i t r e , t o f a c il it a t e f u t u r e a n a ly s i s o f d o s e -

r e s p o n s e d a t a . I n a d d i t i o n , d u r i n g p r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t a t i o n [s e e f o r e x a m p l e A r m s t r o n g , 2 0 1 1 ;

M a l o n e , 2 0 1 2 ) , a d o s e c o r r e s p o n d i n g t o 3 0 % o f t h e m a x i m u m a q u e o u s c o n c e n t r a t i o n , o r 0 . 6

m i l l i g r a m s p e r l i t r e o f m e t a l a d d i t i v e w a s u s e d . H o w e v e r , i n i t i a l e v a l u a t i o n p e r f o r m e d d u r i n g t h e
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c o u r s e o f e x p e r i m e n t a t i o n i n d i c a t e d n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n r e s p o n s e s

i n d u c e d b y t h e m i d d l e d o s e , a n d r e s p o n s e s in d u c e d b y t h e l o w d o s e . T h e u s e o f t h e 0 . 6 m i l l i g r a m s

p e r l i t r e d o s e w a s t h e r e f o r e d i s c o n t i n u e d i n o r d e r t o c o n s e r v e l a b o r a t o r y r e s o u r c e s . F i n a l l y , a

n e g a t i v e c o n t r o l d o s e , c o r r e s p o n d i n g t o n o a d d i t i o n o f m e t a l a d d i t i v e
,
w a s e v a l u a t e d t h r o u g h o u t

t h e c o u r s e o f t h e e x p e r i m e n t a t i o n . I n e v e r y o t h e r r e s p e c t , s a m p l e s c o n t a i n i n g t h e c o n t r o l d o s e w e r e

t r e a t e d i d e n t i c a l l y t o s a m p l e s c o n t a i n i n g t h e 1 0 % , o r t h e 1 0 0 % m e t a l n a n o p a r t i c l e d o s e i n o r d e r t o

f a c i l i t a t e s c i e n t if i c a l ly v a l i d a n d s t a t i s t i c a l l y r i g o r o u s c o m p a r i s o n .

T e s t M i c r o o r g a n is m s a n d A d d e d Co n c e n tr a t io n t o T e s t Wa t e r

T h r e e t e s t m i c r o o r g a n i s m s w e r e u s e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s : B a c i ll u s c e r e u s s p o r e s ,
l o g

-

p h a s e

E s c h e r i c h i a c o l i
"

B
"

s t r a i n
,
a n d M S 2 b a c t e r i o p h a g e . B a c i l l u s c e r e u s s p o r e s w e r e u s e d a s a n

e x p e r i m e n t a l s u r r o g a t e f o r ( o o ) c y s t s o f p r o t o z o a n p a r a s i t e s a n d s p o r e s o f o t h e r d r i n k i n g w a t e r

p a t h o g e n s t h a t a r e c o n s i d e r e d g e n e r a l l y r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t i o n , s u c h a s Cr y p t o s p o r i d i u m o o c y s t s .

E s c h e r i c h i a c o / / v e g e t a t i v e c e l l s w e r e u s e d a s e x p e r im e n t a l s u r r o g a t e s f o r Gr a m - n e g a t iv e i n t e s t i n a l

b a c t e r i a l p a t h o g e n s s u c h a s t h o s e f r o m t h e g e n u s Sa l m o n e l l a , E s c h e r i c h i a , S h ig e ll a , C a m py l o b a c t e r

a n d V i b r i o . M S 2 p h a g e v i r i o n s w e r e u s e d a s e x p e r i m e n t a l s u r r o g a t e s f o r e n t e r i c v i r u s e s , s u c h a s

e n t e r o v i r u s e s . H e p a t i t i s A a n d E v i r u s e s , n o r o v i r u s e s o r a s t r o v i r u s e s .

B . c e r e u s w a s u s e d i n i t s s p o r e f o r m ; s t o c k s p o r e s u s p e n s i o n s w e r e o r d e r e d f r o m t h e A m e r i c a n

T y p e Cu lt u r e Co l l e c t i o n (A T CC) , a n d w e r e s t a n d a r d i s e d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 ^ s p o r e s p e r 0 . 1

m il l il i t r e M S2 b a c t e r i o p h a g e v i r i o n s w e r e u s e d i n t h e f o r m o f a t h a w e d s t o c k s u s p e n s io n p r e p a r e d

i n i t i a l l y a s t h e h a r v e s t e d t o p a g a r f r o m d o u b l e l a y e r p l a q u e a s s a y p l a t e s t h a t w e r e c e n t r i f u g e d a t

5 0 0 0 g f o r 1 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e t o r e m o v e a g a r a n d c e l l d e b r i s , (f o r m o r e d e t a i l s s e e

A r m s t r o n g ,
2 0 1 1 ) ; M S 2 s t o c k s g r o w n i n E . c o l i F a m p h o s t w e r e k e p t f r o z e n a t - 8 1 d e g r e e s c e n t i g r a d e

a n d t h a w e d i m m e d i a t e ly p r i o r t o e x p e r i m e n t a t i o n .
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O r g a n i s m s w e r e a d d e d t o t e s t w a t e r p r i o r t o d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t a t i o n i n d o s e s c a l i b r a t e d t o

e n a b l e a p o t e n t i a l l y m e a s u r a b l e 4 l o g i o ( 9 9 . 9 9 % ) r e d u c t i o n . L o w e r d e t e c t i o n l i m i t s f o r o r g a n i s m

a s s a y s w e r e t a k e n a s 5 c u l t u r a b l e o r g a n i s m s p e r 1 0 0 m i c r o l i t r e s o f p l a t e d s a m p l e ,
w h i c h

c o r r e s p o n d e d t o a n i n i t i a l
"

t a r g e t
"

o v e r a l l c o n c e n t r a t i o n o f 5 * 1 0 ^ (5 m i l l i o n ) c u lt u r a b l e o r g a n is m s

p e r l i t r e . T h i s c o n c e n t r a t i o n w a s t a k e n a s t h e m i n i m u m a p p r o x i m a t e t a r g e t d o s e o f o r g a n i s m s i n

t e s t w a t e r d u r i n g t h i s r e s e a r c h . S i n c e s e v e r a l s e r i a l 1 0 - f o l d d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d a n d a t l e a s t

t h r e e w e r e a s s a y e d b y d e f a u l t , a w i d e r a n g e o f i n i t i a l a n d s u b s e q u e n t c o n c e n t r a t i o n s o f c u lt u r a b l e

o r g a n i s m s p e r l i t r e w e r e c a p a b l e o f b e i n g a s s a y e d . I n a s i m i l a r m a n n e r , t h e u p p e r d e t e c t i o n l i m i t o f

a p p r o x i m a t e l y 5 0 0 c u l t u r a b l e o r g a n i s m s p e r 1 0 0 m i c r o l i t r e s o f p l a t e d s a m p l e c o r r e s p o n d e d t o a n

i n i t i a l
"

t a r g e t
"

o v e r a l l c o n c e n t r a t i o n o f 5 * 1 0 ^ ( 5 0 0 m i l l i o n ) c u l t u r a b l e o r g a n i s m s p e r l i t r e . I n i t i a l

d o s i n g o f t e s t w a t e r s t h e r e f o r e r a n g e d b e t w e e n t h e s e t w o v a l u e s ( 5 m il l i o n a n d 5 0 0 m i l l i o n

c u l t u r a b l e o r g a n i s m s p e r l it r e ) .

T e s t Wa t e r s

T h e f o c u s o f t h is r e s e a r c h r e q u i r e s c o n s i d e r a t i o n o f e n d - u s e f e a s i b i l i t y . T o t h is e n d , a n i m p o r t a n t

f a c t o r i n t h i s e x p e r i m e n t a t i o n w a s t h e c o n s i d e r a t i o n o f t h e e f f e c t s ( i f a n y ) o f d i s s o l v e d a q u a t i c

o r g a n i c m a t t e r o n t h e p o t e n t i a l e f f i c a c y o f c o p p e r a n d z i n c n a n o p a r t i c l e s a s d i s i n f e c t a n t s o f

d r i n k i n g w a t e r . T w o t y p e s o f t e s t w a t e r s w e r e t h e r e f o r e u s e d i n t h i s r e s e a r c h .

T h e fi r s t w a s c h e m i c a l l y
- d e fi n e d

,
a u t o c l a v e d , d e io n i s e d w a t e r , b u f f e r e d t o a p H n e a r 7 . 5

,
a n d

c o n t a i n i n g n o o t h e r a d d e d c o m p o u n d s . T h e b u f f e r u s e d
,
t h e

"

G o o d b u f f e r
"

4 - (h y d r o x y e t h y l) - l -

p i p e r a z i n e e t h a n e s u l f o n i c a c i d (H EP ES) , i s a z w it t e r i o n i c b u f f e r w i t h a p K a o f 7 . 5 5 (G o o d e t a l ,

1 9 66 ) . H E PES w a s u s e d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 g r a m s p e r l i t r e ( 0 . 0 4 2 M ) i n o r d e r t o p r e v e n t

c o m p l e x a t i o n r e a c t i o n s w i t h t h e m e t a l a d d i t i v e s . W i t h b u f f e r s s u c h a s p h o s p h a t e a n d c a r b o n a t e ,
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t h e r e w a s r e a s o n t o s u s p e c t t h a t c o m p l e x a t i o n o f t h e m e t a l U c a d d i t i v e w i t h t h e n e g a t i v e i o n s o f

s u c h b u f f e r s w o u l d d e c r e a s e
"

b i o a c t i v e
"

a n d
"

b i o a v a l l a b l e
"

c h e m i c a l f o r m s i n s it u (Si n g e r , 2 0 1 0 ) .

W it h H E P ES , p h o t o - t o x i c i t y h a s b e e n o b s e r v e d i n b u f f e r e d s o l u t i o n s (S i n g e r , 2 0 1 0 ; Co r o n e l l , 2 0 12 ) .

Sp e c i f i c a l l y , g e n e r a t i o n o f p e r o x i d e s p e c i e s u p o n e x p o s u r e t o l i g h t h a d a p o t e n t i a l t o c o n f o u n d t h e

e f f e c t s ( i f a n y ) o f t h e c o p p e r a n d z i n c a d d i t i v e s . I n o r d e r t o p r e v e n t s u c h p h o t o
- t o x i c e f f e c t s f r o m

b e i n g o b s e r v e d , a l l s o l u t i o n s b u f f e r e d w i t h H E P ES w e r e k e p t i n c o n d i t i o n s o f d a r k n e s s ,
s a v e f o r

b r i e f p e r io d s o f t i m e c o r r e s p o n d i n g t o s a m p l i n g . C o n t r o l v e s s e l s , a l s o b u f f e r e d w i t h H EPE S,
w e r e

f u r t h e r m o r e m o n i t o r e d f o r a n y c o n s i s t e n t d e c r e a s e i n m i c r o o r g a n i s m c o n c e n t r a t i o n o v e r t im e , a n

e f f e c t w h i c h w o u l d h a v e m a n i f e s t e d i n t h e c a s e o f p h o t o - t o x i c i t y .

T h e s e c o n d t e s t w a t e r w a s i d e n t i c a l t o t h e fi r s t , b u t w it h t h e a d d i t i o n o f 1 0 m i l l i g r a m s p e r l i t r e o f

d e h y d r a t e d o r g a n i c s o l i d s o r i g i n a l l y c o l l e c t e d f r o m w a t e r s o f Ca t fi s h L a k e , C r o a t a n N a t i o n a l P a r k ,

N C . T h e d e h y d r a t e d s o l i d s w e r e s u s p e n d e d w it h in a n a d d i t i o n a l 1 0 m i l l i l i t r e s o f Ca t fi s h L a k e w a t e r

p e r l i t r e o f b u f f e r e d w a t e r s o l u t i o n ( 1% V / V ) . W a t e r f r o m Ca t fi s h L a k e w a s g r a v i m e t r i c a l l y

m e a s u r e d , a n d d e t e r m i n e d t o h a v e a n o v e r a l l c o n c e n t r a t i o n o f a p p r o x i m a t e l y 1 g r a m p e r l i t r e o f

t o t a l d i s s o l v e d s o l i d s ( T D S) . T h e p r e c i s e c o m p o s i t i o n o f t h e T D S i s u n c l e a r ; t o t a l o r g a n i c c a r b o n

(T O C) a n a l y s i s ,
a m e a s u r e n o t i n c l u d i n g i n o r g a n i c c a r b o n s a l t s , y i e l d e d a r e s u l t o f 1 0 . 5 m i l l i g r a m s

p e r l i t r e in t h e o r i g i n a l s t o c k s o l u t i o n , i m p ly i n g t h a t a p p r o x i m a t e l y 1 % o f t h e T D S p r e s e n t i n t h e

w a t e r a d d e d t o t h e t e s t s o l u t i o n w a s c o m p r i s e d o f o r g a n i c c a r b o n .

I n a d d i t i o n
,
c o n d u c t i v i t y a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d , y i e l d i n g a r e s u l t o f 6 4 m i c r o s i e m e n s p e r

c e n t i m e t r e . T h i s v a l u e c o r r e s p o n d s t o t h a t o f a s o l u t i o n o f w a t e r w it h r o u g h l y 2 5 m i l l i g r a m s o f

d i s s o l v e d s o d i u m c h l o r i d e . F r o m c o n d u c t i v i t y a n a l y s i s , t h e o v e r a l l a c t i v i t y o f i o n i c c o m p o u n d s i n

t h e w a t e r c a n b e i n f e r r e d ; t h e v a l u e i m p l i e s t h a t t h e s t o c k s o l u t i o n o f Ca t fi s h L a k e w a t e r h a d a v e r y
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l o w c o n c e n t r a t i o n o f d i s s o lv e d i o n s . T h e t e s t w a t e r s u s e d i n e x p e r i m e n t a t i o n , w i t h o u t t h e p r e s e n c e

o f H E P E S b u f f e r ( d u e t o i t s p o t e n t i a l l y c o n f o u n d i n g e f f e c t a s a n o r g a n i c c o m p o u n d ) , w h e n a m e n d e d

w i t h Ca t fi s h L a k e r e h y d r a t e d s o l i d s , w e r e f o u n d b y d i r e c t m e a s u r e m e n t t o h a v e a T O C

c o n c e n t r a t i o n o f a p p r o x i m a t e l y 1 0 . m g / L (a m e a s u r e m e n t a c c u r a t e t o t w o s i g n i f i c a n t fi g u r e s ) .

T i m e P o i n t s a n d S a m p l i n g M e t h o d s

I n o r d e r t o a p p r o x i m a t e t y p i c a l d a y t i m e u s e o f s t o r e d w a t e r i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s , a n o v e r a l l

t im e p e r i o d o f s i x h o u r s ( 3 6 0 m i n u t e s ) w a s c o n s id e r e d s u i t a b l e f o r t h e e x p e r i m e n t a t i o n . I n t h i s

r e s e a r c h , s a m p l i n g o c c u r r e d p e r i o d i c a l l y t h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f t h e e x p e r i m e n t
,
i n o r d e r t o

f a c i l i t a t e s u b s e q u e n t a n a l y s i s b a s e d o n p o s s i b l e e x p o n e n t i a l d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s . Sa m p l e s w e r e

t a k e n a t 0 , 2 0 , 6 0 , 1 8 0 , a n d 3 6 0 m i n u t e s , o r 0 , 0 . 3 3 , 1 , 3 , a n d 6 h o u r s . I n t e r v a l s b e t w e e n t i m e p o i n t s

w e r e c h o s e n t o f a c i l it a t e s e m i - l o g ( i . e . l o g
- l i n e a r ) r e g r e s s i o n a n a l y s i s .

I n o r d e r t o e n s u r e s t a t i s t i c a l v a l i d i t y , s a m p l e d v o l u m e s m u s t b e r e p r e s e n t a t i v e b u t s m a l l c o m p a r e d

w i t h t h e o v e r a l l v o l u m e o f t e s t w a t e r . I n t h i s e x p e r i m e n t a t i o n
,
s a m p l e v o l u m e s w e r e c a p p e d a t

0 . 5 % o f t h e o v e r a l l t e s t v o l u m e o f w a t e r . I n t h e c a s e o f a 1 0 0 m il l i l it r e v o l u m e o f t e s t w a t e r , t h i s

w o u l d i m p l y a s a m p l e v o l u m e o f 5 0 0 m i c r o l i t e r s ( 0 . 5 m i l l i l i t r e s ) . F iv e s a m p l e s w e r e t a k e n i n t o t a l

p e r e x p e r i m e n t ; t h i s c o r r e s p o n d s t o a n o v e r a l l r e m o v a l o f 2 . 5% o f t h e t e s t v o l u m e .

A t e a c h s a m p l i n g t i m e , t h e s a m p l e v o lu m e w a s i m m e d i a t e ly d i l u t e d 1 0 - f o l d i n Du l b e c c o
'

s

P h o s p h a t e
- B u f f e r e d Sa l i n e (D PB S) . F o r e x a m p l e , a s a m p l e v o l u m e o f 5 0 0 m i c r o l it r e s w o u l d h a v e

b e e n p l a c e d i n 4 . 5 m i l l i l i t r e s o f D P B S. T h e v o lu m e o f D P BS c o r r e s p o n d i n g t o t h e l O- i d i lu t i o n a l s o

h a d a n a m o u n t o f d i s o d i u m E D T A p r e s e n t t h a t w a s i n t e n d e d t o e n s u r e a fi n a l E D T A c o n c e n t r a t i o n

o f 5 * 1 0 - 4 M i n t h e d i l u t i o n t u b e .
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D i s o d iu m E D T A w a s a d d e d a s a c h e m i c a l
"
n e u t r a l i s e r

"
i n o r d e r t o e n s u r e t h a t a n y b i o a c t i v e f o r m o f

t h e m e t a l a d d i t i v e p r e s e n t i n t h e s a m p l e w a s c h e m i c a l ly b o u n d , a n d t h e r e b y r e n d e r e d u n a v a i l a b l e

t o r e a c t w i t h t h e t e s t m i c r o b e s . P r e l im i n a r y e x p e r i m e n t a t i o n u s i n g c o p p e r a n d z i n c m e t a l i o n s

(A r m s t r o n g ,
2 0 1 1 ; K o m a n d u r , 2 0 1 1 ) i n d i c a t e d t h a t d i s o d i u m E D T A w a s a s u i t a b l e c h e m i c a l

n e u t r a l i s e r a t t h e c o n c e n t r a t i o n u s e d , a n d o n e t h a t d i d n o t i t s e l f e x h i b i t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t

b i o c i d a l p r o p e r t ie s u n d e r t h e s e e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s . U p o n t h i s i n i t i a l s a m p l i n g ,
s u b s e q u e n t

d i l u t i o n s w e r e m a d e i n t e n - f o l d s e r i e s i n D P BS .

B a c t e r i a l a n d V i r a l A s s a y T e c h n i q u e s

B . c e r e u s a n d E . c o l i w e r e a s s a y e d o n a n a g a r m e d i u m o f c u s t o m d e s i g n v i a t h e s p r e a d
-

p l a t e m e t h o d .

T h e m e d i u m , d u b b e d
"

A w e s o m e A g a r
"

i s c o m p r i s e d o f s t a n d a r d D i f c o T r y p t i c a s e So y A g a r (T SA )

w it h t h e a d d i t i o n o f 1 0 g r a m s o f l a c t o s e p e r l i t r e o f d e s i r e d a g a r s o l u t i o n , a n d 5 m i l l i g r a m s o f

N e u t r a l R e d (T o l u y l e n e R e d ) p e r l i t r e o f d e s i r e d a g a r s o l u t i o n , t h e l a t t e r a c h e m i c a l c o m m o n ly u s e d

i n h i s t o l o g y . B . c e r e u s , u n l i k e E . c o l i , d o e s n o t m e t a b o l i c a l l y f e r m e n t l a c t o s e
,
a p r o p e r t y t h a t w a s

u s e d a s a m e a n s o f d i f f e r e n t i a t i n g c o l o n i e s o f £ c o l i a n d o f B . c e r e u s
,
u p o n p l a t i n g . B e c a u s e t h e b y

¬

p r o d u c t s o f m e t a b o l i c f e r m e n t a t i o n o f l a c t o s e a r e a c i d i c , E . c o l i b a c t e r i a l c o l o n i e s p r o d u c i n g s u c h

b y - p r o d u c t s a r e t h e r e f o r e s t a i n e d p i n k u p o n a s s a y i n m e d i u m c o n t a i n i n g N e u t r a l R e d . B . c e r e u s

c o l o n i e s n o t p r o d u c in g s u c h l a c t o s e f e r m e n t a t i o n b y
-

p r o d u c t s r e m a i n t h e i r o r i g i n a l c o l o u r (u s u a l ly

w h i t e ) .

I n o r d e r t o e v a l u a t e t h e a s s a y e f f i c a c y o f A w e s o m e A g a r , p r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t a t i o n c o m p a r e d

b a c t e r i a l e n u m e r a t i o n (b y s p r e a d p l a t i n g ) o f s a m p l e s t a k e n f r o m w a t e r c o n t a m i n a t e d a t v a r i o u s

c o n c e n t r a t i o n s w it h e i t h e r o r b o t h E . c o l i a n d B . c e r e u s . Sa m p l e s w e r e p l a t e d o n s t a n d a r d D i f c o

M a c Co n k e y a g a r ( f o r s e l e c t i n g G r a m - n e g a t i v e E . c o l i a t t h e e x p e n s e o f B . c e r e u s ) , A w e s o m e A g a r ,

a n d s t a n d a r d D i f c o T SA ( a g e n e r a l i s e d g r o w t h m e d i u m t h a t s u p p o r t s t h e g r o w t h o f b o t h E . c o l i a n d
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B . c e r e u s ) . I d e a l r e s u l t s f o r w a t e r s a m p l e s c o n t a m i n a t e d w i t h o n ly E . c o l i w o u l d i n d i c a t e g r o w t h o n

a l l t h r e e m e d i a i n s i m i l a r a m o u n t s . I d e a l r e s u l t s f o r w a t e r s a m p l e s c o n t a m i n a t e d w i t h o n l y B . c e r e u s

w o u l d i n d i c a t e s im i l a r a m o u n t s o f g r o w t h o n A w e s o m e A g a r a n d s t a n d a r d D i f c o T SA , w i t h n o

g r o w t h s h o w n o n M a c Co n k e y A g a r . I d e a l r e s u l t s f o r w a t e r c o n t a m i n a t e d w i t h b o t h o r g a n i s m s

w o u l d i n d i c a t e s i m il a r g r o w t h b e t w e e n A w e s o m e A g a r a n d s t a n d a r d D i f c o T SA p l a t e s . P l a t i n g o f

s u c h s a m p l e s o n M a c Co n k e y a g a r w a s n o t n e c e s s a r y f o r t h i s a n a l y s i s a n d t h e r e f o r e n o t p e r f o r m e d .

R e s u lt s w e r e e x a c t l y a s e x p e c t e d f o r m o s t b a c t e r i a c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d ; B . c e r e u s c o l o n i e s w e r e

d i s t in g u i s h a b l e f r o m E . c o l i c o l o n i e s o n A w e s o m e A g a r , a n d A w e s o m e A g a r d i d n o t y i e l d

s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o u n t s o f e it h e r o r g a n i s m f r o m t h e i r s t a n d a r d a g a r m e d i u m [ a l l p - v a l u e s

> 0 . 0 5 ] . T h e s e f i n d i n g s w e r e v a l i d f o r c o n c e n t r a t i o n s o f c u lt u r a b l e o r g a n i s m s p e r m i l l i l i t r e o f w a t e r

t h a t w e r e b e l o w 5 * 1 0 8
,
c o r r e s p o n d i n g t o a p l a t e c o u n t o f 5 0 0 c o l o n y

- f o r m i n g u n i t s (CPU s ) . A b o v e

t h i s c o n c e n t r a t i o n , g r o w t h o f R c e r e u s w a s n o l o n g e r d i s t i n g u i s h a b l e f r o m g r o w t h o f E . c o li d u e t o

i n d i s t i n g u i s h a b l e b l e n d i n g o f s t a i n e d a n d u n s t a i n e d c o l o n i e s o n t h e a g a r p l a t e s ( i . e . t h e c o l o n i e s

w e r e t o o n u m e r o u s t o c o u n t ) . T h i s v a l u e o f 5 * 1 0 ^ CF U s / m L w a s t h e r e f o r e c o n s i d e r e d a n a b s o l u t e

m a x i m u m o r c e i l i n g v a lu e f o r t h e s e e x p e r i m e n t s a n d w a s n o t e x c e e d e d d u r i n g t h e e x p e r i m e n t a t i o n .

T o a s s a y f o r M S 2 b a c t e r i o p h a g e ,
t h e s t a n d a r d E PA M e t h o d 1 6 0 2 ,

"

M a l e - s p e c i f i c (F + ) a n d S o m a t ic

Co l i p h a g e i n W a t e r b y Si n g l e A g a r L a y e r [SA L ) P r o c e d u r e
"

,
w a s u s e d w i t h n o s i g n i f i c a n t

m o d i f i c a t i o n s . T h e h o s t b a c t e r i u m w a s E . c o li F a m p .

D i s i nf e c t a n t Co n c e n t r a t i o n M e a s u r e m e n t

I n o r d e r t o m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r a n d z i n c n a n o p a r t i c l e d i s i n f e c t a n t a t 0 m in u t e s ,

a n d a t 3 6 0 m i n u t e s , I n d u c t i v e l y - C o u p l e d Pl a s m a M a s s Sp e c t r o m e t r y ( IC P - M S) w a s u s e d . I CP - M S i s a

p r e f e r r e d a n a ly t i c a l t e c h n i q u e d u e t o i t s h i g h r e s o lu t i o n
,
r a n g i n g t o b e l o w o n e p a r t p e r t ri l l i o n [ o n e

p a r t i n l O^ ^ ) f o r m e t a l s s u c h a s c o p p e r a n d z i n c . I t i s b a s e d o n a t y p e o f p l a s m a p r o d u c e d v i a
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e l e c t r o m a g n e t i c i n d u c t i o n a n d u s e d t o s e l e c t i v e l y i o n i s e t a r g e t m e t a l s f o r t h e p u r p o s e o f m a s s

s p e c t r o m e t r y . T h o u g h p o t e n t i a l l y u s a b l e t o d i f f e r e n t i a t e b e t w e e n s p e c i a t i o n o f m e t a l s
,
i n t h i s c a s e

ICP - M S a n a l y s i s w a s g e n e r a l i s e d s u f f i c i e n t l y t o d e t e c t a l l f o r m s o f c o p p e r a n d z in c n o t b o u n d t o

m i c r o o r g a n i s m s i n s o l u t i o n o r f o u n d i n c o m p l e x e s / a g g r e g a t e s .

I n o r d e r t o a n a l y s e t h e e f f e c t , i f a n y , o f t h e p r e s e n c e o f m i c r o o r g a n i s m s o n t h e c o n c e n t r a t i o n o f

d is i n f e c t a n t
,
s a m p l e s t a k e n f r o m o r g a n is m -

p o s i t i v e t e s t w a t e r s w e r e c o m p a r e d w it h t h o s e

s i m u l t a n e o u s l y t a k e n f r o m i d e n t i c a l l y
-

p r e p a r e d o r g a n i s m - n e g a t i v e t e s t w a t e r s . T h e s e s a m p l e s

w e r e i n t u r n s t a n d a r d i s e d a g a i n s t a s a m p l e t a k e n f r o m t h e c o n t r o l (m e t a l - f r e e , o r g a n is m - p o s i t i v e )

o b s e r v a t i o n a n d a g a i n s t a s a m p l e o f
"

p u r e
"

w a t e r p r i o r t o a n a l y s i s . I n t h i s f a s h i o n
, t h e e f f e c t o v e r

t i m e o f d i s in f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n w a s o b t a i n e d , a n d t h e e f f e c t o f t h e p r e s e n c e o f o r g a n i s m s o n t h e

c o n c e n t r a t i o n o f b o t h c o p p e r a n d z i n c a q u e o u s s p e c i e s w a s i n f e r r e d
, t h o u g h d a t a f o u n d w e r e o f

i n s u f f i c i e n t ly h i g h n t o c o n d u c t s t a t i s t i c a l l y r i g o r o u s h y p o t h e s i s t e s t i n g .
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V I I I . E x p e r i m e n t a l P l a n

I n d e p e n d e n t V a r i a b l e s : M e t a l D o s e s , O r g a n i s m s a n d T e s t W a t e r s

T h i s e x p e r i m e n t h a d t h r e e i n d e p e n d e n t v a r i a b l e s o v e r a l l
,
t h e s e q u e n t i a l m a n i p u l a t i o n o f w h i c h

y i e l d e d e i g h t e e n t o t a l e x p e r i m e n t a l s e t s . T h e fi r s t i n d e p e n d e n t v a r i a b l e w a s t h e m e t a l a d d i t i v e

d o s e . D o s a g e o f t h e m e t a l a d d i t i v e v a r i e d b e t w e e n t h r e e p o s s ib l e v a l u e s : n i l [a s a c o n t r o l ) , 0 . 2

m i l l i g r a m s p e r l i t r e , a n d 2 m i l l i g r a m s p e r l i t r e e a c h o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s T h e

t o t a l a m o u n t o f m e t a l a d d e d t h e r e f o r e v a r i e d b e t w e e n n i l ( a s a c o n t r o l) ,
0 . 4 m i l l i g r a m s p e r l i t r e ( 0 . 2

m i l l i g r a m s e a c h o f c o p p e r o x i d e a n d z i n c o x i d e ) , a n d 4 m i l l i g r a m s p e r l i t r e ( 2 m i l l i g r a m s e a c h o f

c o p p e r o x i d e a n d z i n c o x i d e ) . T h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f t h is e x p e r i m e n t , t h e h i g h e s t d o s e w a s

d u b b e d t h e
"

1 0 0 %
"

d o s e , t h e m i d d l e d o s e t h e
"

1 0 %
"

d o s e , a n d t h e l o w e s t d o s e a s t h e
"

c o n t r o l
"

d o s e .

T h e s e c o n d i n d e p e n d e n t v a r i a b l e w a s t h e t y p e o f o r g a n i s m w h o s e d i s i n f e c t i o n w a s b e i n g e v a l u a t e d .

O r g a n i s m t y p e v a r i e d b e t w e e n f o u r p o s s i b l e v a l u e s : n o n e ( a s a n e g a t i v e c o n t r o l ) . B a c i l l u s c e r e u s

s p o r e s
,
E s c h e r i c h i a c o l i

"

B
"

s t r a i n , a n d M S 2 m a l e - s p e c i f i c (F + ) c o l i p h a g e . T h e i n i t i a l d o s e o f t h e s e

o r g a n i s m s , o r t h e
"

d i s i n f e c t i o n c h a l l e n g e
"

p o s e d b y t h e s e o r g a n i s m s ,
w a s h i g h e n o u g h t o e n a b l e a

p o t e n t i a l 4 l o g i o ( 9 9 . 9 9 % ) r e d u c t i o n t o b e m e a s u r e d b y o u r a s s a y t e c h n i q u e s . F u l l d e t a i l s o f t h e

r e a s o n f o r t h e c h o i c e o f t h e s e o r g a n i s m s a r e g iv e n e l s e w h e r e i n
"

M a t e r ia l s a n d M e t h o d s
"

.

T h e t h i r d i n d e p e n d e n t v a r i a b l e w a s t h e t y p e o f t e s t w a t e r ; t w o t y p e s o f t e s t w a t e r s w e r e u s e d i n

t h e s e e x p e r i m e n t s . T h e fi r s t w a s a s t e r i l e , b u f f e r e d , h e a v y - m e t a l - d e m a n d - f r e e (H M D F , o r d e -

i o n i s e d ) t e s t w a t e r o f p H r o u g h ly 7 . 5 , a n d t h e s e c o n d w a s i d e n t i c a l t o t h e fi r s t s a v e f o r t h e i n c l u s i o n

o f n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r (N OM ) a s d i s c u s s e d e l s e w h e r e i n
"

Ex p e r i m e n t a l A p p r o a c h
"

s e c t i o n . F u l l e r

c h a r a c t e r i s a t i o n o f t h e l a k e w a t e r w a s p e r f o r m e d ; d e t a i l s a r e g i v e n e l s e w h e r e i n
"

M a t e r i a l s a n d

M e t h o d s
"

.
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D e p e n d e n t V a r i a b l e s : Sa m p l i n g a n d A s s a y s .

T h e r e w e r e t w o o v e r a l l d e p e n d e n t v a r i a b l e s m e a s u r e d d u r i n g t h e c o u r s e o f t h i s e x p e r im e n t a t i o n .

T h e f i r s t w a s t h e m e a s u r a b l e c o n c e n t r a t i o n o f c u lt u r a b l e m i c r o b e s , t a k e n a t v a r i o u s t i m e p o i n t s

o v e r t h e c o u r s e o f e a c h d i s i n f e c t i o n t r i a l . T h e t i m e p o i n t s u s e d w e r e 0 , 2 0 , 6 0 , 1 8 0 , a n d 3 6 0 m i n u t e s

( 0 , 0 . 3 3 , 1 , 3 , a n d 6 h o u r s ) , a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f c u l t u r a b l e m i c r o b e s a t e a c h t i m e p o i n t w a s

q u a n t i f i e d a s
"

c o l o n y
- f o r m i n g u n it s

"

(CPU s ) p e r u n i t v o l u m e o r
"

p l a q u e - f o r m i n g u n i t s
"

(P F U s ) p e r

u n i t v o l u m e f o r b a c t e r i a a n d v i r u s e s r e s p e c t i v e l y .

T h e n u m b e r o f CPU s a n d F PU s p e r u n i t v o l u m e w a s q u a n t i f i e d u s i n g s t a n d a r d m i c r o b i o l o g i c a l

a s s a y s a s d e s c r i b e d e l s e w h e r e i n
"

E x p e r i m e n t a l A p p r o a c h
"

. T h e s e c o n d d e p e n d e n t v a r i a b l e w a s t h e

m e a s u r a b l e c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t , t a k e n in i t i a l ly ( a t t i m e t = 0 m i n u t e s ) a n d a t t h e

c o n c l u s i o n o f t h e d i s i n f e c t i o n t r i a l ( a t t i m e t = 3 6 0 m in u t e s ) . T h e m e a s u r a b l e c o n c e n t r a t i o n o f t h e

d i s i n f e c t a n t w a s q u a n t i f i e d v i a i n d u c t i v e l y
- c o u p l e d p l a s m a m a s s s p e c t r o m e t r y ( I CP - M S ) ; f u l l d e t a i l s

o f t h e q u a n t i f i c a t i o n o f c u lt u r a b l e m i c r o b e s o v e r t i m e , a s w e l l a s t h e q u a n t if i c a t i o n o f t h e i n it i a l a n d

f i n a l a m o u n t s o f a v a i l a b l e d i s i n f e c t a n t a r e g iv e n e l s e w h e r e i n
"

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
"

.

E v a l u a t i o n o f D i s i n f e c t i o n E ff i c a c y : T h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s

F o r t h e p u r p o s e o f t h i s e x p e r i m e n t a t i o n , a n a d e q u a t e p e r f o r m a n c e o f d i s i n f e c t i o n w a s c o n s i d e r e d

t o m e e t o r e x c e e d t h e p e r f o r m a n c e t a r g e t s s e t b y t h e W o r l d H e a lt h O r g a n i s a t i o n i n i t s d o c u m e n t

"

E v a l u a t i n g H o u s e h o l d W a t e r T r e a t m e n t O p t i o n s : H e a l t h - B a s e d T a r g e t s a n d M i c r o b i o l o g i c a l

P e r f o r m a n c e
"

, p u b l i s h e d i n 2 0 1 1 . F o r g r a m - n e g a t i v e e n t e r i c b a c t e r i a , m o d e l l e d h e r e b y E s c h e r i c h i a

c o l i
"

B
"

s t r a i n , a s w e l l a s f o r p r o t o z o a n p a r a s i t e s a n d o t h e r m o r e r e s i s t a n t d r i n k i n g
- w a t e r

p a t h o g e n i c o r g a n i s m s
,
m o d e l l e d h e r e b y B a c i l l u s c e r e u s s p o r e s , t h e r e c o m m e n d a t i o n i s t h a t

h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s (H WT S) m u s t m e e t a t l e a s t a 9 9 % (2 l o g i o ) r e d u c t i o n i n
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c u l t u r a b l e o r g a n i s m s a s a
"

p r o t e c t i v e
"

l e v e l o f p e r f o r m a n c e , i f a d d i t i o n a l h u m a n h e a l t h d a t a f r o m

e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s p r o v i d e s s u p p o r t i n g f i e l d e v i d e n c e t h a t s u c h t r e a t m e n t s y s t e m s a r e

e f f e c t i v e i n c o n t e x t t o p r o t e c t a g a i n s t w a t e r b o r n e d i s e a s e . F o r e n t e r i c v i r u s e s ,
m o d e l l e d h e r e b y

M S 2 c o l i p h a g e , t h e
"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t i s a t l e a s t a 9 9 . 9 % (3 l o g i o ) r e d u c t i o n i n

c u l t u r a b l e o r g a n i s m s .
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I X . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

P r e p a r a t i o n

P r i o r t o e x p e r i m e n t a t i o n
,
s e l e c t i v e a s s a y a g a r (A w e s o m e A g a r ) p l a t e s w e r e p r e p a r e d . P e r 5 0 0

m i l l i l i t r e s o f a g a r m e d i u m , 2 0 g r a m s o f D i f c o T r y p t i c a s e So y A g a r ,
1 5 m i l l i g r a m s o f N e u t r a l R e d

,
a n d

5 g r a m s o f l a c t o s e w e r e a d d e d . T h e m ix t u r e w a s a u t o d a v e d f o r 2 0 m i n u t e s
,
v e n t e d , m i x e d w e l l a n d

u s e d t o p o u r a g a r p l a t e s (w i t h a p p r o x i m a t e ly 1 5 m i l l i l i t r e s o f a g a r u s e d p e r p l a t e ) . P la t e s w e r e

d r i e d a t 4 5 d e g r e e s c e n t i g r a d e f o r 2 4 - 3 6 h o u r s a n d p l a c e d i n r e f r ig e r a t e d s t o r a g e p r i o r t o u s e .

A l l b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d i n s t e r i l e 5 0 m L p o l y p r o p y l e n e (P P ) t u b e s .

St o r a g e o f t e s t w a t e r s , s t o r a g e o f s a m p l e t u b e s , a n d f u r t h e r s a m p l e d i l u t i o n s w e r e a l l p e r f o r m e d i n

t u b e s o f l i m e g l a s s . T e s t w a t e r s w e r e p r e p a r e d b y a s e p t i c a l l y a d d i n g 10 g r a m s o f H E PES b u f f e r p e r

1 l i t r e o f d e i o n is e d w a t e r a n d m i x i n g t h o r o u g h l y . Fo r w a t e r i n t e n d e d t o c o n t a i n d i s s o l v e d o r g a n i c

m a t t e r , a n a d d i t i o n a l 1 0 m i l l i l i t r e s o f s t o c k Ca t f i s h L a k e w a t e r c o n t a i n i n g 1 0 m g o f a d d i t i o n a l

d e h y d r a t e d N OM w a s a d d e d p e r l i t r e . T h e s o l u t i o n w a s s u b s e q u e n t l y a u t o c l a v e d f o r 2 0 m i n u t e s ,

a l l o w e d t o c o o l t o r o o m t e m p e r a t u r e , a n d s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e o v e r n i g h t u n d e r c o n d i t i o n s

o f d a r k n e s s .

"

B a l l s !
"

a n d
"

a s s !
"

w e r e p e r i o d i c a l l y e x c l a i m e d a s l a b o r a t o r y w o r k e r s c a m e i n t o

c o n t a c t w it h h e a t e d s u r f a c e s . I n f a c t , t h e y w e r e p r e t t y m u c h e x c l a i m e d a t e v e r y s t e p o f t h e s e

e x p e ri m e n t s .

I m m e d i a t e ly p r i o r t o e x p e r i m e n t a t i o n , t h e s t o c k c o l l o id a l s o l u t i o n s o f Cu O a n d Z n O w e r e a g it a t e d

u n t i l v i s u a l h o m o g e n e i t y w a s a c h i e v e d ; t h e y w e r e f u rt h e r s o n i c a t e d a t 9 0 % o f m a x i m u m i n t e n s i t y

u s i n g a L a b - L i n e S o n i c a t o r ,
M o d e l 9 1 0 0 w i t h T i p M o d e l N u m b e r M T l - 1 6 1 3 ( M e l r o s e P a r k , I l l i n o i s )

f o r fi v e m i n u t e s p r i o r t o u s e . T h e c o n c e n t r a t i o n o f e a c h n a n o p a rt i c l e s t o c k s o l u t i o n w a s c a l i b r a t e d

t o b e 2 g r a m s p e r l i t r e . T h i s w a s t o e n s u r e t h a t a n a d d i t i o n o f a r e l a t iv e l y s m a l l a m o u n t o f s t o c k

n a n o p a rt i c l e s u s p e n s i o n w a s s u f fi c i e n t t o a d e q u a t e ly d o s e a 5 0 m i ll i l it r e r e a c t o r v e s s e l v o l u m e .
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T e s t w a t e r s w e r e d i v i d e d i n t o t w o s e t s p r i o r t o e x p e r i m e n t a t i o n , o f w h i c h o n e w a s i n t e n d e d t o b e

o r g a n is m -

p o s i t i v e a n d o n e w a s i n t e n d e d t o r e m a i n o r g a n i s m - f r e e . F i v e m i l l i l i t r e s o f R c e r e u s s p o r e

s t o c k c o n t a i n i n g a t o t a l o f 5 * 1 0 ^ s p o r e s w e r e a d d e d p e r 5 0 0 m iU i l i t r e s o f o r g a n i s m - p o s i t i v e t e s t

w a t e r , a l o n g w i t h 1 . 5 m i l l i l i t r e s o f l o g - p h a s e , w a s h e d , a n d r e - s u s p e n d e d E . c o l i c u l t u r e (a n a m o u n t

e x p e r i m e n t a l l y d e t e r m i n e d t o c o n t a i n 5 *
1 0 ^ C PU s ) p r e p a r e d f o l l o w i n g s t a n d a r d m e t h o d s ( s e e

A r m s t r o n g ,
2 0 1 1 ; K o m a n d u r

,
2 0 1 1 ; M a l o n e , 2 0 12 ) .

T h e p h a g e s u s p e n s i o n a d d e d w a s o b t a i n e d a s f r o z e n s t o c k w i t h a p p r o x i m a t e i n f e c t iv i t y t i t e r o f

1 * 1 0 12 P F U p e r m i l l i l i t r e
,
w h i c h w a s t h e n d il u t e d t e n - t h o u s a n d - f o l d i n D PB S

,
a n d t h e n p a s s e d

t h r o u g h s e r i a l 2 a n d 0 . 0 8 m i c r o m e t r e p o r e s i z e
" W h a t m a n N u c l e o p o r e T r a c k - E t c h

"

p o l y c a r b o n a t e

m e m b r a n e f i l t e r s ( a p p r o x i m a t e ly 2 c m i n d i a m e t e r ) t h a t h a d b e e n p r e
- w a s h e d w i t h 0 . 1% T w e e n - 8 0

s o l u t i o n a n d t h e n p r e
-
r i n s e d w i t h h e a v y

- m e t a l - d e m a n d - f r e e ( d e - i o n i s e d ) w a t e r s . A 0 . 5 m i l l i l i t r e

v o l u m e o f t h i s d i l u t e d M S 2 f i l t r a t e w a s a d d e d t o l l i t r e o f t e s t w a t e r . T h i s s t e p w a s p e r f o r m e d i n

o r d e r t o e l im i n a t e a g g r e g a t e s o f v i r u s p a r t i c l e s f r o m t h e t e s t w a t e r . A p p r o x i m a t e t i t r e t a r g e t s f o r a l l

m i c r o o r g a n i s m s w e r e 5 * 1 0 ^ c u l t u r a b l e m i c r o o r g a n i s m s p e r l i t r e , a n d w e r e s e l e c t e d t o b e w e l l

w i t h i n t h e d e t e c t i o n l i m i t s ( 5
* 1 0 ^ c u l t u r a b l e m i c r o o r g a n i s m s a t t h e h i g h e n d a n d 5 * 1 0 ^ c u lt u r a b l e

m i c r o o r g a n i s m s a t t h e l o w e n d ) o f t h i s e x p e r i m e n t a t i o n .

T e s t w a t e r s w e r e d i s p e n s e d a m o n g s t r e a c t o r v e s s e l s a s s h o w n b e l o w i n T a b l e 1
, t e s t e d t o e n s u r e

a p p r o p r i a t e p H , a n d i n i t i a l l y s a m p l e d f o r 0 - m i n u t e d a t a . T h e y w e r e s u b s e q u e n t l y d o s e d w i t h m e t a l

a d d i t i v e s a c c o r d i n g t o t h e i r r e s p e c t iv e a s s i g n e d c o n c e n t r a t i o n s
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O r g a n i s m - P o s i t i v e T e s t Wa t e r s O r g a n i s m N e g a t i v e T e s t Wa t e r s

V e s s e l 1 (0 . 2 m g / L m e t a l s c o n c e n t r a t i o n s ) V e s s e l 4 (0 . 2 m g / L m e t a l s c o n c e n t r a t i o n s )
5 [i L o f Cu O N a n o p a r t i c l e St o c k S u s p e n s i o n 5 p L o f Cu O N a n o p a r t i c l e St o c k Su s p e n s i o n

5 ti L o f Z n O N a n o p a r t i c l e St o c k S u s p e n s i o n : 5 j i L o f Z n O N a n o p a r t i c l e St o c k Su s p e n s i o n

Wi t h O r g a n i s m s [ N o o r g a n i s m s

V e s s e l 2 ( 2 m g / L m e t a l s c o n c e n t r a t i o n s ) : V e s s e l 5 (2 m g / L m e t a l s c o n c e n t r a t i o n s )
5 0 [i L o f C u O N a n o p a r t i c l e St o c k S u s p e n s i o n

5 0 n L o f Z n O N a n o p a r t i c l e St o c k S u s p e n s i o n

N o o r g a n i s m s

5 0 n L o f Cu O N a n o p a r t i c l e St o c k

Su s p e n s i o n

5 0 |a L o f Z n O N a n o p a r t i c l e St o c k

Su s p e n s i o n

W it h O r g a n i s m s

V e s s e l 3 (m e t a l s f r e e - c o n t r o l)
N o m e t a l s

W it h O r g a n i s m s

T a b l e 1 : R e a c t o r V e s s e l s a n d M e t a l A d d i t i v e / M i c r o o r g a n i s m D o s i n g

T h e t i m e w a s r e c o r d e d u p o n t h e d o s i n g , a n d u s e d a s a r e f e r e n c e t o c a l c u l a t e t h e f o l l o w i n g s a m p l i n g

t i m e s . A t e a c h s a m p l i n g t i m e , i n c l u d i n g t h e i n i t i a l 0 - m i n u t e s a m p l i n g , a 5 0 0 m i c r o l i t r e s a m p l e w a s

t a k e n f r o m r e a c t o r v e s s e l s 1 - 3 a n d a d d e d t o t h e c o r r e s p o n d i n g d il u t i o n t u b e w i t h 4 . 5 m i l l i l i t r e s o f

d i l u e n t (D PBS) t o m a k e a n i n i t i a l t e n - f o l d d i l u t i o n . S e r i a l 1 0 - f o l d d i l u t i o n s ( a l s o i n D P B S) w e r e

p e r f o r m e d i n b e t w e e n s a m p l i n g t i m e s
,
a n d w e r e p e r f o r m e d u n t i l a fi n a l d i l u t i o n o f 1 0 ' ' w a s

a c h ie v e d .

A t 0 a n d a t 3 6 0 m i n u t e s , s a m p l e s w e r e t a k e n f o r I CP - M S a n a l y s i s . S e p a r a t e s t e r i l e 5 m il l i l i t r e

p i p e t t e s w e r e u s e d t o t a k e 3 m i l l i l i t r e s a m p l e s f r o m v e s s e l s 1 - 6 (w it h 6 b e i n g t h e c o n t r o l v e s s e l ,

d e n o t e d b y t h e b l a c k e d - o u t b o x a b o v e ) . T h e s e s a m p l e s w e r e d is p e n s e d i n t o s t e r i l e 1 5 m il l i l i t r e P P

c e n t r i f u g e t u b e s . M i c r o o r g a n i s m - p o s i t i v e s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d a t 3 0 0 0 r p m f o r 1 5 m i n u t e s

a n d d e c a n t e d
,
i n o r d e r t o a v o id a n a l3^ i c a l e r r o r s a s s o c i a t e d w i t h a g g r e g a t e d p a r t i c l e s , s u c h a s

l a r g e r m i c r o o r g a n i s m s , b e i n g p r e s e n t i n t h e s a m p l e . I t i s p o s s i b l e t h a t s u c h c e n t r i f u g a t i o n r e m o v e d

m e t a l n a n o p a r t i c l e s b o u n d w i t h r e m o v e d p a r t i c l e s ; h o w e v e r , t h e u n b o u n d m e t a l n a n o p a r t i c l e s

u s e d i n e x p e r i m e n t a t i o n h e r e w e r e s i z e d s u c h t h a t r e m o v a l b y c e n t r i f u g a t i o n u n d e r t h e s e

4 1

NEATPAGEINFO:id=610E92ED-6F4C-49B6-BD4E-CC2181C768BF



c o n d i t i o n s w o u l d b e h i g h ly u n l i k e l y ( B o d n a r , 2 0 1 1 ) . C e n t r i f u g e t u b e s w e r e s u b s e q u e n t l y l a b e l l e d ,

a n d a n a l y s e d .

Sa m p l e d i l u t i o n s p r e p a r e d d u r i n g t h e c o u r s e o f t h e e x p e r i m e n t w e r e s u b s e q u e n t l y a s s a y e d f o r

b a c t e r i a l c o l o n y
- f o r m i n g u n i t s (CP U s ] a n d v i r a l p l a q u e - f o r m i n g u n i t s ( P F U s ] . F r o m e a c h s a m p l e

d i l u t i o n , a t e a c h t i m e p o i n t , t w o s e p a r a t e s a m p l e s o f 1 0 0 m i c r o l i t r e s w e r e p i p e t t e d o n t o t w o

s e p a r a t e A w e s o m e A g a r p l a t e s . T h e s a m p l e s w e r e s p r e a d u s i n g s t e r i l e p l a s t i c
"

h o c k e y s t i c k s
"

a n d

a l l o w e d t o d r y . A f t e r d r y i n g , t h e p l a t e s w e r e c o v e r e d
,
t u r n e d u p s i d e d o w n

,
a n d a l l o w e d t o i n c u b a t e

a t 3 7 d e g r e e s C e n t i g r a d e f o r 2 4 h o u r s p r i o r t o c o u n t i n g c o l o n i e s . I n f e c t i v it y a s s a y f o r M S 2 F PU

c o u n t s w e r e p e r f o r m e d b y t h e s i n g l e a g a r l a y e r p l a q u e a s s a y f o l l o w i n g t h e U . S . E P A St a n d a r d

M e t h o d 1 6 0 2

M e t h o d s o f St a t i s t i c a l A n a l y s i s

Co n fi d e n c e I n t e r v a l s a n d L i m i ts of S ig n ifi c a n c e

W it h n o e x c e p t i o n s , t h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f a l l s t a t i s t i c a l a n a l y s i s a n d m o d e l l i n g p e r f o r m e d a s

p a r t o f t h i s r e s e a r c h , s t a n d a r d v a l u e s f o r c o n f i d e n c e i n t e r v a l s a n d l i m i t s o f s i g n i fi c a n c e w e r e u s e d .

A l l i n t e r v a l s c o r r e s p o n d t o a 9 5 % l e v e l o f c o n fi d e n c e , i n d i c a t i n g t h a t t h e a p p r o x i m a t i o n o f a

r e p e a t e d s a m p l i n g d i s t r i b u t i o n t o t h e n o r m a l d i s t r i b u t i o n c u r v e (t h e
"

b e l l c u r v e
"

) i s v a l i d a n d t h a t

u p o n s u c h r e p e t i t i v e s a m p l i n g , w e c a n b e c o n f i d e n t t h a t 9 5% o f v a l u e s r e t u r n e d p r e d i c a t e d u p o n

o u r e x p e r i m e n t d a t a w o u l d f a l l w i t h i n t h e i n d i c a t e d r a n g e . A l l l i m i t s o f s i g n i fi c a n c e c o r r e s p o n d t o

a n a l p h a - l e v e l o f 0 . 0 5 ; t h i s a l p h a v a l u e i n d ic a t e s t h a t t h e p r o b a b i l i t y t h a t o u r e x p e r i m e n t a l d a t a

w e r e y i e l d e d i n a n o r m a t iv e s c h e m e ,
t h e a s s u m p t i o n s o f w h i c h c o r r e s p o n d e d w i t h n u l l h y p o t h e s i s

i n q u e s t i o n , w a s l e s s t h a n 5 % .
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S t a n d a r d i s a ti o n of D i l u ti o n a n d E x p e r im e n t a l D u p l i c a t e

D i f f e r e n t C F U / P F U c o u n t s w e r e r e p o r t e d p e r d i l u t i o n . O n e n u m b e r , r e p r e s e n t i n g t o t a l n u m b e r o f

CPU s p e r u n it v o l u m e p e r t i m e p o i n t p e r v e s s e l
,
w a s u s e d f o r f u r t h e r a n a l y s i s . C o u n t s w e r e

t h e r e f o r e s u m m e d a c r o s s a l l d i l u t i o n s
,
a n d d iv i d e d b y t h e t o t a l u n i t s o f v o l u m e a s s a y e d . U n it s o f

v o l u m e c o u l d b e a r b i t r a r i l y a s s i g n e d , i f c o n v e n t i o n s w e r e k e p t c o n s i s t e n t t h r o u g h o u t t h e a n a l y s i s .

F o r e x a m p l e , c o u n t s s u m m e d a c r o s s d i l u t i o n s o f 1 0 2
,
I Q- ^

, a n d 1 0 ' ^ w o u l d b e d i v i d e d b y a s u m o f

t h e u n i t s o f v o l u m e f r o m w h i c h t h o s e c o u n t s w e r e d e r i v e d I f a I O- 2 d i l u t i o n w e r e c o n s i d e r e d 1 u n i t

o f v o l u m e , s u b s e q u e n t d i l u t i o n s w o u l d b e 0 . 1 , a n d 0 . 0 1 u n i t s r e s p e c t i v e ly . C o u n t s s u m m e d a c r o s s

d i l u t i o n s o f I O- 2
, l O

- ^
, a n d l O

- ^ w o u l d t h e r e f o r e b e d iv i d e d b y a f a c t o r o f l . i l p r i o r t o f u r t h e r

a n a l y s i s .

A t e a c h t i m e p o i n t , t w o s a m p l e s w e r e t a k e n . U p o n d i l u t i o n s t a n d a r d i s a t i o n , t h e s e c o u n t s w e r e

0̂ a v e r a g e d t o y i e l d o n e s i n g l e c o u n t p e r v e s s e l p e r t i m e p o i n t . T h e s e s i n g l e c o u n t s w e r e u s e d f o r

f u r t h e r a n a l y s i s .

S t e a dy - S t a t e Co n t r o l C o u n t V e r if i c a t i o n , S t a n d a r d is a ti o n i n A b e r r a n t Ca s e s , a n d F i n a l Ca l c u l a ti o n of

L o g (N t / N o)

O n c e c o u n t s h a d b e e n s t a n d a r d i s e d f o r d il u t i o n a n d s a m p l e a s s a y d u p l i c a t i o n , t h e s u r v i v a l r a t i o

N t / N o w a s c a l c u l a t e d . C o u n t s f o r 0 m i n u t e s , t a k e n p r i o r t o a d d i t i o n o f a n y d i s i n f e c t a n t , w e r e

c o n s i d e r e d
"

N o

"

, o r t h e i n i t i a l m i c r o o r g a n i s m p o p u l a t i o n f o r t h a t p a r t i c u l a r v e s s e l . Su b s e q u e n t

c o u n t s a c r o s s t i m e p o i n t s [
"

N t
"

) w e r e t h e r e f o r e d i v i d e d b y t h e i n i t i a l c o u n t c o r r e s p o n d i n g t o t h e i r

v e s s e l t o c a l c u l a t e t h e s u r v i v a l r a t i o . T h e s e N t / N o v a l u e s w e r e t h e o r i g i n a l i n p u t s f o r n o n - f i r s t -

o r d e r k i n e t i c a n a l y s i s , u s i n g t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n (O H T P ) m o d e l a n d f u r t h e r a n a l y s i s w a s

p e r f o r m e d t o o b t a i n t h e i n p u t s f o r Ch i c k - W a t s o n a n d H o m a n a l y s i s , a s d e s c r i b e d b e l o w .
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P r i o r t o s u c h s t a t i s t i c a l a n d / o r k i n e t i c a n a l y s i s , t h e a s s u m p t i o n o f a s t e a d y
- s t a t e c o n t r o l v e s s e l f o r

m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n r e q u i r e d v e r i f i c a t i o n . W i t h o u t a s t e a d y - s t a t e m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n i n t h e

c o n t r o l v e s s e l , s u r v i v a l r a t i o s w o u l d h a v e t o b e s t a n d a r d i s e d a g a i n s t a n y s y s t e m a t i c

i n c r e a s e / d e c r e a s e o b s e r v e d i n t h e m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n i n t h e c o n t r o l , t o a c c o u n t f o r e f f e c t s

i n d u c e d b y s t a t i s t i c a l ly s i g n i f i c a n t m i c r o b i a l p o p u l a t i o n f l u c t u a t i o n . I n o r d e r t o v e r i fy a s t e a d y - s t a t e

c o n t r o l v e s s e l m i c r o b i a l c o n c e n t r a t i o n , t h e N t / N o v a l u e s f o r t h a t c o n t r o l w e r e s t a t i s t i c a l l y

c o m p a r e d t o a n
"

i d e a l
"

c o n t r o l o f n o v a r i a t i o n a c r o s s t i m e T h e n u l l h y p o t h e s i s o f n o v a r i a t i o n i n

t h i s c o n t r o l s a m p l e w a s t e s t e d a g a i n s t t h e a l t e r n a t i v e h y p o t h e s is o f v a r i a t i o n h o l i s t i c a l ly , a c r o s s a l l

t i m e p o i n t s . S t a t i s t i c a l l y i n s i g n i f i c a n t t e s t r e s u l t s w e r e t a k e n t o i n d i c a t e a s t e a d y
- s t a t e c o n t r o l

v e s s e l ; s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t t e s t r e s u l t s w e r e t a k e n t o i n d i c a t e t h a t f u r t h e r s t a n d a r d i s a t i o n w a s

n e e d e d i n o r d e r t o e l i m i n a t e t h e c o n f o u n d i n g e f f e c t s o f m i c r o b i a l p o p u l a t i o n c h a n g e o v e r t i m e .

F o r t h o s e c a s e s i n w h i c h v e r i f i c a t i o n o f a s t e a d y
- s t a t e c o n t r o l v e s s e l f a i l e d , f u r t h e r s t a n d a r d i s a t i o n

w a s p e r f o r m e d a g a i n s t t h e c o n t r o l c o u n t s . T h e N t / N o [ s u r v i v a l) r a t i o s c a l c u l a t e d f o r e a c h v e s s e l

w e r e d iv i d e d b y t h e N t / N o o f t h e c o n t r o l v e s s e l a t e a c h p a r t i c u l a r t i m e p o i n t . T h i s r e s u l t e d i n a

s t a n d a r d i s e d d a t a s e t i n w h i c h i n i t i a l p o p u l a t i o n c o u n t s f o r e a c h v e s s e l h a d a s u r v i v a l r a t i o o f 1
,
a n d

t h e N t / N o f o r t h e c o n t r o l c o u n t s d i d n o t d e v i a t e f r o m t h e i r i n i t i a l s u r v iv a l r a t i o t h r o u g h o u t t h e

c o u r s e o f t h e e x p e r i m e n t .

A t t h i s p o i n t ,
t h e b a s e - 1 0 l o g a r i t h m s o f t h e N t / N o v a l u e s w e r e t a k e n , i n o r d e r t o f a c i l i t a t e l o g

- l i n e a r

a n a l y s i s . T h e l o g i o (N t / N o) v a l u e s w e r e u s e d f o r fi r s t - o r d e r k i n e t i c a n a l y s i s ( t h e Ch i c k - W a t s o n

m o d e l ) i n a d d i t i o n t o a c o m m o n l y a p p l i e d n o n - fi r s t - o r d e r d e v i a t i o n f r o m Ch i c k - W a t s o n k i n e t i c s ,

t h e H o m m o d e l .
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M e t h o d s o f K i n e t i c s M o d e l l i n g a n d M i x e d - M o d e l A n a l y s i s

T h e Ch i c k - W a ts o n M o d e l

T h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l i s a s t a n d a r d m o d e l o f e x p o n e n t i a l d e c a y , i n w h i c h t h e p o p u l a t i o n a t a n y

p o i n t i n t i m e v a r i e s i n p r o p o r t i o n w i t h t i m e a n d a r a t e c o n s t a n t a s s h o w n b e l o w :

I n t h e e q u a t i o n a b o v e , N t i s t h e p o p u l a t i o n a t a n y p o in t i n t i m e , N o i s t h e i n i t i a l p o p u l a t i o n , e i s

E u l e r
'

s c o n s t a n t , / c i s a r a t e c o n s t a n t t h a t r e fl e c t s t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e d i s i n f e c t a n t a n d t h e r a t e

o f e x p o n e n t i a l d e c a y , a n d t i s t i m e .

I n o r d e r t o fi t e x p e r i m e n t a l d a t a t o t h e Ch i c k - Wa t s o n m o d e l , i t w a s a l g e b r a i c a l ly m o d i fi e d t o y i e l d a

fi r s t - o r d e r e q u a t i o n , s h o w n b e l o w :

' " Awy - " * t

T h i s m o d e l w a s a p p l i e d t o a l l t h e d a t a u s i n g s i m p l e l e a s t - s q u a r e s r e g r e s s i o n .
F o r a l l s e t s o f d a t a t h a t

y i e l d e d n o n - z e r o d i s i n f e c t i o n , t w o f u r t h e r m o d e ls w e r e a p p l i e d , t h a t d i d n o t a s s u m e fi r s t - o r d e r

d e c a y k i n e t i c s .

T h e H o r n M o d e l

T h e H o m m o d e l i s a s t a n d a r d v a r i a t i o n o f t h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l t h a t a t t e m p t s t o t a k e i n t o

a c c o u n t r a n d o m v a r i a t i o n i n c u l t u r a b l e m i c r o o r g a n i s m s o v e r t i m e b y a s s i g n i n g a n a d d it i o n a l

p a r a m e t e r , m ,
t o t h e t i m e f a c t o r a s s h o w n b e l o w . V a l u e s o f m t h a t a r e g r e a t e r t h a n o n e c o r r e s p o n d

t o
"

s h o u l d e r i n g
"

k i n e t i c s , i e . k i n e t i c s t h a t d i s p l a y a n i n i t i a l l a g t i m e p r i o r t o i d e a l Ch i c k - W a t s o n

d e c a y . V a l u e s o f m t h a t a r e l e s s t h a n o n e c o r r e s p o n d t o
"

t a i l i n g
"

k i n e t i c s , i . e . k i n e t i c s t h a t d i s p l a y
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•

i n i t i a l C h i c k - W a t s o n d e c a y b u t t a p e r o f f a ft e r a c e r t a i n a m o u n t o f t im e h a s p a s s e d . N o t e t h a t t h e

H o m m o d e l , b y d e f i n i t i o n
,
w i l l a lw a y s p r o v i d e a f i t a t l e a s t a s s u it a b l e , i f n o t m o r e , t h a n t h e

s t a n d a r d Ch i c k - W a t s o n m o d e l , s i n c e a v a l u e o f m e q u a l t o 1 s i m p l i fi e s t h e m o d e l t o t h e o r i g i n a l

Ch i c k - W a t s o n e q u a t i o n . T o w it :

I n o r d e r t o fi t e x p e r i m e n t a l d a t a t o t h e H o m m o d e l , i t w a s a l g e b r a i c a l l y m o d i fi e d t o a l o g
- l i n e a r

e x p r e s s i o n a s s h o w n b e l o w :

- 4 ^) - - k e

T h i s m o d e l w a s a p p l i e d t o t h e d a t a u s i n g JM P™ 1 0 P r o , a s t a t i s t i c a l s o f t w a r e s u it e p u b l i s h e d b y t h e

SA S c o m p a n y . T h e t w o p a r a m e t e r s i n t h e m o d e l , k a n d m , w e r e i n it i a l l y c a l c u l a t e d a n d u s e d t o b u i l d

a p r e d i c t e d d a t a s e t . M e a n Sq u a r e d E r r o r a n d R o o t M e a n Sq u a r e d E r r o r a s s o c i a t e d w i t h t h e m o d e l

w e r e a l s o r e p o r t e d . T o v e r i f y t h e m o d e l , a n d i n o r d e r t o a r r i v e a t a c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t
,
t h e

p r e d i c t e d d a t a s e t w a s s u b s e q u e n t l y c o m p a r e d w i t h t h e a c t u a l d a t a s e t v ia a m a t c h e d - p a i r s t - t e s t .

Th e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l

T h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l (O H T P ) i s a s t a n d a r d n o n - fi r s t - o r d e r k i n e t i c s m o d e l u s e d w h e n

a n a l y s i n g d is i n f e c t i o n d a t a . I t fi t s d a t a a c c o r d i n g t o t h e a s s u m p t i o n t h a t t h e d i s i n f e c t i o n r e s p o n s e o f

t h e t a r g e t p o p u l a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s i s c o m p r i s e d o f t w o s u b - p o p u l a t i o n s , t h a t r e s p o n d t o t h e

d i s i n f e c t a n t d i f f e r e n t ly . E a c h s u b - p o p u l a t i o n i s t r e a t e d d i f f e r e n t l y i n t h e k i n e t i c s a n a l y s i s , w h ic h

f o l l o w s t h e f o r m u l a b e l o w :

- f = / e
- fc

i
' t

- (- ( l - / ) e
- ' ^2 * t

N o
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I n t h e a b o v e e q u a t i o n , f i s c o n s i d e r e d t h e f r a c t i o n o f t h e o r i g i n a l p o p u l a t i o n t h a t i s m o r e s u s c e p t i b l e

t o t h e d i s i n f e c t a n t ; t h e q u a n t i t y (1 - f ) c o r r e s p o n d s t o t h e f r a c t i o n o f t h e o r i g i n a l p o p u l a t i o n t h a t i s

l e s s s u s c e p t i b l e .
T h e r a t e c o n s t a n t s k i a n d k z a r e a n a l o g o u s t o t h e r a t e c o n s t a n t s u s e d i n t h e Ch i c k -

W a t s o n a n d H o rn m o d e l s .

T h i s m o d e l w a s a l s o a p p l i e d t o t h e d a t a u s i n g JM P™ 9 P r o . T h e t h r e e p a r a m e t e r s i n t h e m o d e l , k i , k z ,

a n d / w e r e i n i t i a l l y c a l c u l a t e d a n d u s e d t o b u i l d a p r e d i c t e d d a t a s e t i n m u c h t h e s a m e f a s h i o n a s i n

t h e H o rn m o d e l . H o w e v e r , l i m i t s w e r e p l a c e d o n t h e s e p a r a m e t e r s . T h e f r a c t i o n f w a s n o t a ll o w e d t o

d e c r e a s e b e l o w 0 , o r i n c r e a s e a b o v e 1 , a n d t h e r a t e s o f e x p o n e n t i a l d e c a y k i a n d k z w e r e n o t

a l l o w e d t o b e g r e a t e r t h a n 0 ,
a s t h a t w o u l d i n d i c a t e a s i t u a t i o n w h e r e o n e p o p u l a t i o n w a s b e i n g

a c t i v e ly d i s i n f e c t e d a n d a n o t h e r w a s a c t u a l l y i n c r e a s i n g i n n u m b e r t h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f t h e

e x p e r i m e n t . U n d e r t h e s e e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s a n d g iv e n t h a t r e s u l t s f o r s a m p l e s w i t h

n a n o p a r t i c l e s w e r e n o r m a l i z e d a g a i n s t n a n o p a r t i c l e - f r e e c o n t r o l s a m p l e s t h a t w e r e c o r r e c t e d f o r

m i c r o b i a l i n c r e a s e s o v e r t i m e
,
s u c h r e s u l t s w o u l d b e u n l i k e l y .

A s a n o n - f i r s t - o r d e r m o d e l , a l a c k o f m a t h e m a t i c a l c o n v e r g e n c e w a s a p o t e n t i a l o u t c o m e f o r t h e

O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l w h e n a p p l i e d t o a n y r e a l - w o r l d d a t a . T h i s m e a n s t h a t , w i t h i n t h e

p a r a m e t e r l i m i t s p l a c e d o n t h e m o d e l ( a s d e s c r i b e d a b o v e ] , t h e a l g o r i t h m u s e d b y t h e m o d e l l i n g

s o f t w a r e m a y n o t a r r i v e a t a
"

s o l u t i o n
"

(t a k e n t o m e a n a r e a l - w o r l d n o n - i m a g i n a r y n u m e r i c a l s e t o f

p r o j e c t e d d a t a w i t h i n t h e r a n g e o f n u m b e r s f o u n d d u r i n g e x p e r i m e n t a t i o n ) w it h i n a c e r t a i n

n u m b e r o f a t t e m p t s T h e n u m b e r o f a t t e m p t s i s c h o s e n b y t h e r e s e a r c h e r , a n d i s s e t a t a v a l u e t h a t

i n d i c a t e s t o a r e a s o n a b l e d e g r e e o f c e r t a i n t y t h a t t h e m o d e l i s
"

s t u c k
"

a n d u n a b l e t o p r o c e e d t o a

s o l u t i o n . I n a l l c a s e s , t h e l i m it o n t h e n u m b e r o f i t e r a t i o n s f o r m o d e l c o n v e r g e n c e w a s s e t a t 1 0 , 0 0 0

a t t e m p t s .
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W h e n t h e s e c o n d i t i o n s w e r e p l a c e d ,
i n a l l c a s e s fo w a s f o u n d t o b e z e r o . I n o t h e r w o r d s , t h e m o d e l

c o n s i d e r e d o n e s u b -

p o p u l a t i o n e n t i r e l y u n a f f e c t e d b y t h e d i s i n f e c t a n t , w i t h a l l o b s e r v e d

d i s i n f e c t i o n o c c u r r i n g i n t h e o t h e r s u b -

p o p u l a t i o n . I n t h is c a s e
,
t h e f r a c t i o n / c o r r e s p o n d s t o t h a t

f r a c t i o n o f t h e i n i t i a l p o p u l a t i o n a g a i n s t w h ic h t h e d i s i n f e c t a n t p r o v e d e f f i c a c i o u s . I n a l l c a s e s , t h e

r a t e c o n s t a n t k i w a s a s s o c i a t e d w i t h t h e s u s c e p t ib l e p o p u l a t i o n . F o r t h i s r e a s o n
,
t h e O n e - H i t T w o -

P o p u l a t i o n m o d e l w a s n o t u s e d f o r f u r t h e r e x t r a p o l a t i o n . T o v e r i fy t h e m o d e l , a n d i n o r d e r t o a r r i v e

a t a c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t
,
a p r e d i c t e d d a t a s e t w a s s u b s e q u e n t ly c o m p a r e d w i t h t h e a c t u a l d a t a s e t

v i a a m a t c h e d -

p a i r s t - t e s t .

E x t r a p o l a t i o n f r o m O b t a i n e d D a t a

T h e m o d e l s c a l c u l a t e d f o r e a c h d a t a s e t w e r e u s e d f o r e x t r a p o l a t i o n , i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e

l e n g t h o f t i m e r e q u i r e d , u n d e r a n y p a r t i c u l a r e x p e r i m e n t a l c o m b i n a t i o n , t o r e a c h t h e W . H . O .

p e r f o r m a n c e t a r g e t v a l u e s o f 2 l o g i o ( 9 9 % ) r e d u c t i o n o f b a c t e r i a a n d p r o t o z o a n p a r a s i t e s a n d 3

l o g i o ( 9 9 9 % ) r e d u c t i o n o f v i r u s e s f o r d r in k i n g - w a t e r t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s i n t e n d e d f o r P O U H

a p p l i c a t i o n s [W . H . O . , 2 0 1 1 )

B y d e fi n i t i o n , t h e H o m m o d e l p r o v i d e s a c u r v e w h o s e fi t i s a t l e a s t a s g o o d a s
,
i f n o t s u p e r i o r t o , t h a t

o f t h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l . A l s o b y d e fi n i t i o n , t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l c a n n o t b e u s e d

f o r e x t r a p o l a t i o n t o r e a c h p e r f o r m a n c e t a r g e t s , o w i n g t o a r e s i d u a l f r a c t i o n l e f t u n a f f e c t e d b y t h e

d i s i n f e c t a n t ( i . e . o n e t h a t h a d a r a t e c o n s t a n t
,
k z , o f 0 ) . A l l e x t r a p o l a t i o n w a s t h e r e f o r e p e r f o r m e d

u s i n g t h e H o m m o d e l . T h e f o l l o w i n g e q u a t i o n s t o c a l c u l a t e t h e t i m e r e q u i r e d t o r e a c h 2 l o g i o ( 9 9 % )

a n d 3 l o g i o ( 9 9 . 9 % ) r e d u c t i o n s w e r e t = (- j
^
a n d t = {j j

" "

. T h e fi r s t w a s a p p l i e d t o B . c e r e u s s p o r e s

a n d E . c o li a n d t h e s e c o n d f o r M S 2 b a c t e r i o p h a g e .
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M i x e d - M o d e l A n a l y s i s

M o t i v a t io n

F o r t h e p u r p o s e o f a n a ly s i n g t h e e f f e c t o f m e t a l n a n o p a r t i c l e d o s e d i f f e r e n c e , o r t h e p r e s e n c e o f

n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r (N OM ) i n b u f f e r e d t e s t w a t e r , c r o s s - m o d e l a n a l y s i s w a s p u r s u e d i n a d d i t i o n

t o t h e s t a n d a r d m a t c h e d -

p a i r s t - t e s t e m p l o y e d p r e v i o u s ly . T h o u g h v a l i d , t h e m a t c h e d - p a i r s t t e s t

s u f f e r s f r o m o v e r b r o a d m a r g i n s o f e r r o r i n t h e c a s e o f d a t a s e t s w i t h l o w s a m p l e s iz e . A l l d a t a s e t s

a n a ly s e d i n t h i s r e s e a r c h c o n s i s t e d o f fi v e d a t a p o i n t s , l e a d i n g t o l a r g e m a r g i n s o f e r r o r e x p r e s s e d

a n d l o w g e n e r a l i z a b i l i t y w h e n m a t c h e d -

p a i r s t - t e s t s w e r e u s e d t o a n a l y s e t h e s i g n i fi c a n c e o f t h e

l o w v e r s u s t h e h i g h m e t a l a d d i t iv e d o s e , o r t h e s ig n i f i c a n c e o f s y n t h e t i c v e r s u s N OM - a m e n d e d

w a t e r s . A c c o r d in g l y ,
c r o s s - m o d e l p a r a m e t r i c a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d b e t w e e n d a t a s e t s d i f f e r i n g b y

o n ly a s i n g l e v a r i a b l e ( e . g . , m e t a l d o s e , o r p r e s e n c e o f N O M i n w a t e r ) . T w o d i f f e r e n t p a r a m e t r i c

t e c h n i q u e s w e r e e m p l o y e d , f o r l i n e a r a n d n o n - l i n e a r c a s e s .

L i n e a r Ca s e s

W h e n e v e r p o s s i b l e , b a s e l in e p a r a m e t r i c a n a l y s i s i s t h e p r e f e r r e d m e t h o d f o r c r o s s - m o d e l

c o m p a r i s o n s . A s s o c i a t e d e r r o r w i t h b a s e l i n e p a r a m e t r i c a n a l y s i s b e c o m e s l a r g e a s t h e n u m b e r o f

v a r i a b l e s a n a l y s e d i n c r e a s e ; f o r t h is r e a s o n
,
i t s u s e i s t y p i c a l l y c o n s t r i c t e d t o t h e c a s e o f u n i v a r i a t e

a n a l y s i s . I n t h e c a s e o f t h i s r e s e a r c h , t h i s a n a l y s i s c o n s i s t e d o f a r b i t r a r i l y a s s i g n i n g o n e d a t a s e t t o

t h e r o l e o f
"

b a s e l i n e
"

, a n d t h e d a t a s e t w i t h w h i c h i t m u s t b e c o m p a r e d , t h e r o l e o f
"

t e s t
"

. I n t h e c a s e

o f t h e t e s t i n g o f d o s e s i g n i fi c a n c e , t h e 0 . 2 m i l l i g r a m p e r l i t r e d o s e w a s a s s i g n e d t o b e t h e
"

b a s e l i n e
"

d a t a s e t
,
a n d t h e 2 m i l l i g r a m p e r l i t r e d o s e w a s a s s ig n e d t o b e t h e

"

t e s t
"

s e t . I n t h e c a s e o f t h e

t e s t i n g o f N OM s i g n i fi c a n c e , t h e w a t e r s w i t h o u t N O M w e r e a s s i g n e d t o b e t h e
"

b a s e l i n e
"

d a t a s e t s ,

a n d t h e w a t e r s w i t h N OM w e r e a s s i g n e d t o b e t h e
"

t e s t
"

s e t . A s s i g n m e n t s w e r e m a d e i n o r d e r t o
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f r a m e t h e s ig n i fi c a n t e f f e c t s ( i f a n y ) o f d o s e a n d N OM i n t e r m s o f t h e i r m a g n i t u d e s o f d i f f e r e n c e

f r o m r e s u l t s f o r b a s e Un e c o n d i t i o n s . .

T h e
"

b a s e l i n e
"

d a t a s e t w a s f i t w i t h t h e c l a s s i c l o g
- l i n e a r Ch i c k - W a t s o n m o d e l a n d d e s i g n a t e d a s a

f u n c t i o n o f t , a s s h o w n b e l o w :

J b a s e l i n e K
^ )

~ ~
' ^ * ^

a n d t h e r a t e c o n s t a n t k n o t e d . Su b s e q u e n t ly , t h e
"

t e s t
"

d a t a s e t w a s fi t w i t h t h e b a s e l i n e p a r a m e t e r s
,

a n d a n a d d i t i o n a l p a r a m e t e r p, t h e t a r g e t o f s i g n i fi c a n c e t e s t i n g , a s s h o w n b e l o w :

/ t e s t CO = f b a s e l i n e ( t ) + /S * t

W h e n fi t , t h e t e s t f u n c t i o n y i e l d e d a 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e e s t i m a t e o f p . A s t a t i s t i c a ll y

i n s i g n i fi c a n t r e s u lt w a s y i e l d e d i f t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l in c l u d e d 0 , a n d v i c e v e r s a . I f t h e

v a l u e f o r p i s n e g a t i v e
,
t h a t i n d i c a t e s t h a t (w i t h r e s p e c t t o t h e y

- a x i s ) t h e
"

t e s t
"

r e s u l t e x h i b i t s a

s i g n i fi c a n t d e c r e a s e f r o m t h e
"

b a s e l i n e
"

. F o r t h e p u r p o s e o f t h i s r e s e a r c h
,
t h i s i m p l i e s a n i n c r e a s e i n

d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y . I f t h e v a l u e f o r p i s p o s i t iv e , t h a t i n d i c a t e s a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e f r o m t h e

"

b a s e l i n e
" w i t h r e s p e c t t o t h e y - a x i s . I n t h i s r e s e a r c h , t h i s i m p l i e s a d e c r e a s e i n d is i n f e c t i o n e f fi c a c y .

I n t h is r e s e a r c h ,
t h e Hn e a r c a s e a p p l i e d t o a l l s i t u a t i o n s i n v o l v i n g B . c e r e u s a n d E . c o l i .

N o n - L i n e a r Ca s e s

W h e n b a s e l i n e p a r a m e t r i c a n a l y s i s c a n n o t b e a c c u r a t e l y p e r f o r m e d , a s i s o f t e n t h e c a s e i n m o d e l s

r e s u l t i n g f r o m d a t a s e t s w i t h l o w n , m u l t i p l e p a r a m e t e r s o f f i t , o r (i n t h i s c a s e ) b o t h , a n a l y s i s o f

p a r a m e t r i c j o i n t c o n fi d e n c e s p r e a d c a n b e u s e d . T h i s w e ll - e s t a b l i s h e d t e c h n i q u e i s d i s c u s s e d i n

d e t a i l e l s ew h e r e (e . g . B o x e t a l , 1 9 7 8 ) ; e s s e n t i a l l y ,
t h e s p r e a d o f t h e 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l s o f

m o d e l p a r a m e t e r s a r e c o m p a r e d b e t w e e n m o d e l s a n d t h e i r r e g i o n s o f in t e r s e c t i o n (i f a n y )
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i d e n t i fi e d . I n t e r s e c t i o n o f t h e c o n fi d e n c e i n t e r v a l s o f e v e r y s i n g l e p a r a m e t e r i s r e q u i r e d f o r t w o

m o d e l s t o h a v e a s t a t i s t i c a l l y i n s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e ; t h e r e f o r e , f o l l o w i n g t h e p r i n c i p l e o f t h e
"

o n e -

c h e c k f a i l t e s t
"

, e v e n a s i n g l e d e v i a n t p a r a m e t e r i m p l i e s a s t a t i s t i c a l ly s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e e x i s t s

b e t w e e n t h e m o d e l s .

I n t h i s r e s e a r c h , s u c h a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n l y i n t h e c a s e o f M S 2 c o l i p h a g e ; f o r t h o s e p u r p o s e s

t h e H o m m o d e l w a s u s e d . A c c o r d i n g l y ,
t w o p a r a m e t e r s w e r e c o m p a r e d , k , a n d m . I f t h e 9 5 %

c o n fi d e n c e i n t e r v a l s y i e l d e d n o d e g r e e o f o v e r l a p b e t w e e n t h e k o f o n e d a t a s e t a n d t h e k o f

a n o t h e r , o r b e t w e e n t h e m
'

s o f t h e t w o d a t a s e t s , t h e v a r i a b l e t e s t e d w a s c o n s i d e r e d s t a t i s t i c a l l y

s i g n i f i c a n t u n d e r t h e g i v e n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s .
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X . R e s u l t s

K e y R e s u l t s

T h e g r a p h s b e l ow r e p r e s e n t t h e o v e r a l l c h a n g e s i n r a w , u n a n a l y s e d c o u n t s o f c u l t u r a b l e m ic r o b e s

o v e r t i m e i n t h e d i f f e r e n t t e s t w a t e r s w i t h d i f f e r e n t m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e s .

G r a p h A : N O M - N e g a t i v e Wa t e r 0 . 2 m g / L D o s e

L e g e n d (G r a p h s A - D )
So l i d , B l a c k : B. c e r e u s

So l i d
,
Gr e y : E . c o l i

D a s h e d , Gr e y : M S 2 Co l ip h a g e
7

,
0 0 0

6 . 0 0 0

5 . 0 0 0

0 )
n 4

,
0 0 0

CO

g 3
,
0 0 0

i 2
,
0 0 0

1 . 0 0 0

10 0 15 0 2 0 0 2 5 0

T im e (M in u t e s )
3 0 0 3 5 0

5 2

NEATPAGEINFO:id=55CFBB14-9439-42B2-AF2D-43DBBD527330



G r a p h B : N O M - N e g a t iv e W a t e r 2 m g / L D o s e

m
E
m
c
m

7 , U UU

6
,
0 0 0

o ) 5 ,
0 0 0

o
o
i _

o

m
£ 1
CO

3
o
^ —
O

B
c

o
O

4 , 0 0 0
-

3 , 0 0 0

2 , 0 0 0

1
,
0 0 0

Le g e n d (G r a p h s A - D j
So l i d , B l a c k : B . c e r e u s

So l i d , Gr e y : E . c o l i

D a s h e d , G r e y : M S 2 Co l i p h a g e

10 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0

T im e (M in u t e s )
3 5 0
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G r a p h C : N O M - A m e n d e d W a t e r 0 . 2 m g / L D o s e

4 5
,
U UU

I
L e g e n d (G r a p h s A - D )
S o l i d ,

B l a c k : B . c e r e u s

S o l i d
,
Gr e y : E . c o l i

D a s h e d , G r e y : M S 2 Co l i p h a g e
4 0 . 0 0 0

3 5
,
0 0 0

3 0
,
0 0 0

2 5
,
0 0 0

2 0
,
0 0 0

■ ■ ■ ■ ■ ■ " 0 • ■
^ ■« >15

,
0 0 0

10
,
0 0 0

5
,
0 0 0 -

1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0

T im e (M in u t e s )
3 0 0 3 5 0
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G r a p h D : N O M - A m e n d e d W a t e r 2 m g / L D o s e

4 0 , 0 0 0

3 5 , 0 0 0

L e g e n d (G r a p h s A - D )
So l i d , B l a c k : B . c e r e u s

So l i d , Gr e y : E . c o l i

D a s h e d , G r e y : M S 2 Co l i p h a g e

3 0 , 0 0 0

2 5 . 0 0 0

2 0 , 0 0 0

1 5
,
0 0 0

1 0
,
0 0 0

5 . 0 0 0

5 0 10 0 15 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0

T im e (M in u t e s )

Fi g u r e 1 : O v e r a ll r e d u c t i o n s i n c u l t u r a b l e m i c r o b e s b y e x p o s u r e t o c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s o v e r t h e c o u r s e o f 3 6 0 m i n u t e s . Gr a p h A — 0 . 2 m g / L m e t a l s d o s e s i n b u f f e r e d w a t e r .

G r a p h B — 2 m g/ L m e t a l s d o s e s i n b u f f e r e d w a t e r . Gr a p h C— 0 . 2 m g / L m e t a l s d o s e s i n N OM -

a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r . Gr a p h D— 2 m g/ L m e t a l s d o s e s i n N OM - a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r .

A n o v e r a l l d e c r e a s e i n n u m b e r s o f c u l t u r a b l e m i c r o b e s o v e r t i m e c a n b e o b s e r v e d u n d e r a l l

c o n d i t i o n s t e s t e d (F ig u r e 1 ) . H o w e v e r , c e r t a i n t i m e - p o i n t - b y - t i m e - p o i n t a b e r r a n c e s w e r e n o t e d

b e t w e e n m e a s u r e m e n t s t a k e n a t 0 m i n u t e s a n d 2 0 m i n u t e s . I n p a r t i c u l a r , c e r t a i n d a t a s e t s
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d i s p l a y e d a m o d e r a t e i n c r e a s e i n c u l t u r a b l e o r g a n i s m s i n t h e f i r s t 2 0 m i n u t e s o f t h e e x p e r i m e n t , a n

o b s e r v a t i o n t h a t c o n f o u n d s o n e o f t h e c e n t r a l a s s u m p t i o n s o f d i s i n f e c t i o n k i n e t i c a n a l y s i s ; t h a t

o v e r a ll n u m b e r s o f o r g a n i s m s
,
i f t h e y a r e n o t i n a c t i v a t e d b y t h e d i s i n f e c t a n t

,
w i l l r e m a i n c o n s t a n t .

I n o r d e r t o a s s e s s t h e p o t e n t i a l s i g n i f i c a n c e o f t h e s e f i n d i n g s , a t w o - s a m p l e t - t e s t w a s p e r f o r m e d

b e t w e e n d a t a f r o m 0 m i n u t e s a n d d a t a f r o m 2 0 m i n u t e s f o r t h o s e d a t a s e t s w h i c h e x h i b i t e d s u c h a n

i n c r e a s e . T h o s e d a t a s e t s
,
a n d t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e f i n d i n g s , a r e p r e s e n t e d b e l o w .

D a t a S e t T w o - S a m p l e T T e s t p V a l u e S t a t i s t i c a l l y S i g n i fl c a n t a t

a = 0 . 0 5 ?

Sy n t h e t i c B a c i ll u s 0 . 2 m g / L 0 . 0 3 1 4 Y e s

Sy n t h e t i c B a c i ll u s 2 m g / L 0 . 4 8 3 7 N o

Sy n t h e t i c E . c o l i 0 . 2 m g / L 0 . 0 0 4 4 Y e s

Sy n t h e t i c E . c o l i 2 m g / L 0 . 7 9 4 5 N o

O r g a n i c B a c i l l u s 0 . 2 m g / L 0 . 6 9 4 9 N o

T a b l e 2 : St a t i s t i c a l A n a ly s i s a n d Si g n i f i c a n c e o f T e s t Co n d i t i o n s t h a t E x h i b i t e d I n c r e a s e d Cu l t u r a b l e

O r g a n i s m s b y 2 0 M i n u t e s Co m p a r e d t o T i m e 0

G i v e n t h e l a c k o f s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e p o o l o f 2 0 - m i n u t e m e a s u r e m e n t s a n d t h e p o o l

o f 0 - m i n u t e m e a s u r e m e n t s f o r t h r e e o f t h e a b o v e d a t a s e t s (Sy n t h e t i c B a c i l l u s 2 m g / L ,
Sy n t h e t i c E .

c o l i 2 m g / L , a n d Sy n t h e t i c M S 2 0 . 2 m g / L ] , t = 2 0 m i n u t e l o g i o r e d u c t i o n v a l u e s w e r e c a p p e d a t t h e

t = 0 v a l u e i n a l l f u r t h e r d a t a a n a ly s i s , f o r t h e p u r p o s e o f r e d u c i n g e r r o r i n e x t r a p o l a t i o n a t l a t e r t im e

p o i n t s . F o r t h o s e t w o d a t a s e t s (Sy n t h e t i c B a c il l u s a n d E . c o l i 0 . 2 m g / L ) t h a t e x h ib it e d s t a t i s t i c a l l y

s i g n i f i c a n t i n c r e a s e s b e t w e e n t h e t w o t i m e p o i n t s , l o g i o r e d u c t i o n v a l u e s w e r e l e f t a s t h e y w e r e f o r

a l l t i m e p o i n t s .

I n o r d e r t o s t a n d a r d i s e t h e d a t a a n d e n a b l e c r o s s - e x p e r i m e n t a l c o m p a r i s o n s , t h e d a t a a n a ly s i s

s t r a t e g y d e s c r i b e d a b o v e w a s a p p l i e d t o t h e e x p e r i m e n t a l r e s u l t s . T h e f i n a l r e s u l t s
,
t h e l o g i o

r e d u c t i o n s o b s e r v e d o v e r t h e c o u r s e o f 3 6 0 m i n u t e s , f o r a l l e x p e r i m e n t s a r e s u m m a r i s e d b e l o w i n

F i g u r e s 2 - 5
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c
o

t s
c

0 5

0 . 0

o - 0 . 5

t o

o

0 )

CO

QQ

- 1 0

- 1 . 5

- 2 0

L e g e n d ( 0 . 2 m g / L D o s e i n N O M -

N e g a t i v e W a t e r )
So l i d , B l a c k : B . c e r e u s

D a s h e d , Gr e y : E . c o l i

So l i d , G r e y : M S2 C o l i p h a g e

50 100 2 50 30 0 3 5015 0 2 00

T im e (m in u t e s )
F i g u r e 2 : B a s e - 1 0 L o g a r it h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s Sp o r e s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e b y
t h e 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N OM - N e g a t i v e W a t e r (E r r o r B a r s + / - 1 S . E . )

c
o

"

S
. 2
o
TO

O

CO

o

<D

( 0

0 .
5

0 . 0

- 0 . 5

- 1 . 0

- 1 . 5

- 2 0

L e g e n d ( 2 m g / L D o s e i n N O M

N e g a t i v e W a t e r )
So l i d

,
B l a c k : B . c e r e u s

D a s h e d
,
G r e y : E. c o l i

So l i d , Gr e y : M S 2 Co l i p h a g e

5 0 1 0 0 2 5 0 3 0 0 3 501 5 0 2 0 0

T im e (m i n u t e s )
Fi g u r e 3 : B a s e - 1 0 L o g a r it h m i c I n a c t iv a t i o n Cu r v e s o f 6 . c e r e u s Sp o r e s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e b y
t h e 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N OM - N e g a t i v e W a t e r (E r r o r B a r s + / - 1 S. E . )
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.

o

TO
.
>

"

S
( 0
c

o - 0 . 5o

E

o

( 0
CO

CO

- 1 0

- 2 . 0

L e g e n d (0 2 m g / L D o s e in

N OM - A m e n d e d W a t e r )
S o l id , B l a c k : B . c e r e u s

D a s h e d , G r e y . E . c o l i

So l i d , G r e y : M S2 C o l ip h a g e

5 0 10 0 1 5 0 20 0

T im e (m in u t e s )
2 5 0 300 35 0

F i g u r e 4 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s Sp o r e s , E .
c o l i , a n d M S 2

Co l i p h a g e b y t h e 0 . 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N O M - A m e n d e d W a t e r (E r r o r B a r s + / - 1

S . E . )

0 . 5

c :

o

o
CO

a

E

CO
e n
o

t o

0 . 0

- 0
. 5

- 1 0

- 1 . 5

- 2 . 0

L e g e n d (2 m g / L D o s e i n

N OM - A m e n d e d W a t e r )
S o l i d , B l a c k : B . c e r e u s

D a s h e d , G r e y : E . c o l i

S o l id , G r e y : M S 2 Co l i p h a g e

5 0 10 0 15 0 2 00

T im e (m in u t e s )
2 5 0 30 0 35 0

F i g u r e 5 : B a s e - 1 0 L o g a r i t h m i c I n a c t i v a t i o n Cu r v e s o f B . c e r e u s Sp o r e s ,
E . c o l i , a n d M S 2

Co l i p h a g e b y t h e 2 m g / L M e t a l A d d i t i v e D o s e i n N O M - A m e n d e d W a t e r ( E r r o r B a r s + / - 1 S . E . )

A s is s h o w n a b o v e i n F i g u r e s 2 - 5 . t h e v a s t m a j o r i t y o f e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s y i e l d e d l o g i o

r e d u c t i o n s a ft e r 3 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e i n t h e r a n g e o f 0 . 5 t o 0 7 5 , c o r r e s p o n d i n g t o a n

a p p r o x im a t e 3 3 % t o 8 5 % r e d u c t i o n i n a b s o l u t e n u m b e r s . O n l y t w o e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s (b o t h
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d o s e s a g a i n s t E . c o l i i n N O M - a m e n d e d w a t e r s ( F i g u r e s 4 a n d 5 ) y i e l d e d l o g i o r e d u c t i o n s i n t h e r a n g e

o f 1 [ 9 0 % ) ,
a n d o n l y t w o ( t h e 1 0 0 % d o s e a g a i n s t B a c i l l u s a n d E . c o l i i n s y n t h e t i c w a t e r s . F i g u r e 3 )

y i e l d e d l o g r e d u c t i o n s b e t w e e n 1 . 5 a n d 2 (9 9 % ) . T w o e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s , s p e c i fi c a l l y t h o s e

f o r M S 2 c o l i p h a g e a t t h e 0 . 2 m g / L d o s e o f m e t a l n a n o p a r t i c l e s i n b o t h N O M - n e g a t i v e a n d N OM -

a m e n d e d w a t e r (F i g u r e s 2 a n d 4 ) g a v e n o s i g n i fi c a n t l o g i o r e d u c t i o n s . T h e a r r a y o f e x p e r i m e n t a l

c o m b i n a t io n s a n d t h e i r fi n a l l o g r e d u c t i o n s a r e p r e s e n t e d b e l o w ( f u l l s t a t i s t i c a l o u t p u t m a y b e

f o u n d i n t h e a p p e n d i x ) .

E x p e r i m e n t a l C o n d i t i o n s 0 . 2 m g / L D o s e 2 m g / L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 7 9 1 . 6 9

Sy n t h e t i c W a t e r / / E . c o l i 0 8 0 1 . 8 7

Sy n t h e t i c W a t e r / / M S 2 N o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m 0 0 . 7 8

O r g a n i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 5 4 0 . 4 9

O r g a n i c Wa t e r / / E . c o l i 0 . 9 8 1 . 0 5

O r g a n i c W a t e r / / M S 2 N o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m 0 | 0 . 5 3

T a b l e 3 : E x p e r i m e n t a l Co n d it i o n s o f T e s t M i c r o b e , T e s t W a t e r a n d M e t a l D o s e a n d R e s u l t a n t L o g i o

R e d u c t i o n s o f Cu l t u r a b l e M i c r o b e s a ft e r 3 6 0 M i n u t e s Co n t a c t T i m e

Fu r t h e r d a t a a n a l y s i s w a s n o t p e r f o r m e d o n t h o s e c o m b i n a t i o n s y i e l d i n g n o s i g n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n

(L e . , a 0 . 2 m g / L d o s e u s e d a g a i n s t M S 2 b a c t e r i o p h a g e , i n w a t e r b o t h w i t h a n d w i t h o u t d i s s o lv e d

o r g a n i c m a t t e r ) .

S t a t i s t i c a l A n a l y s i s

B e f o r e p e r f o r m i n g k i n e t i c s m o d e l l i n g o n t h e d a t a , c e r t a i n s t a t i s t i c a l q u e s t i o n s r e q u i r e d r e s o l u t i o n .

N o r m a l l y ,
o v e r t i m e , m i c r o b e c o u n t s o b t a i n e d f r o m s a m p l i n g a c o n t r o l (m e t a l - f r e e ) v e s s e l

fl u c t u a t e s a b o u t t h e n o r m . O c c a s i o n a l l y ,
f o r r e a s o n s t h a t a r e n o t c l e a r , m i c r o b e c o n t r o l c o u n t s t r e n d

o v e r t i m e t o w a r d s e i t h e r a n e t i n c r e a s e o r a n e t d e c r e a s e . A s e x p l a i n e d a b o v e , i n o r d e r t o a c c o u n t

f o r s u c h s y s t e m a t i c v a r i a t i o n o f t h e m e t a l s - f r e e c o n t r o l c o u n t s , t h e m i c r o b e c o u n t s o f t h e m e t a l s -

t r e a t e d s a m p l e s w e r e s t a n d a r d i s e d t o t h e c o n t r o l c o u n t f o r t h e i r r e s p e c t i v e t i m e p o i n t s p r i o r t o

p e r f o r m i n g l o g a r i t h m i c a n a l y s i s e x p r e s s i n g t h e m e t a l - t r e a t e d s a m p l e (N t ) d i v i d e d b y t h e m e t a l - f r e e
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c o n t r o l s a m p l e c o u n t (N o ) a s t h e e x p r e s s io n f o r t h e s u r v i v a l r a t i o ( a n d t h e r e b y m a g n i t u d e o f

d i s i n f e c t i o n )

F o r t h e s e d a t a
,
t h e r e l i a b i l i t y o f t h e a s s u m p t i o n o f a c o n t r o l v e s s e l h a v i n g a s t e a d y

- s t a t e m i c r o b e

c o u n t r e q u i r e d e v a l u a t i o n p r i o r t o m i c r o b i a l r e d u c t i o n k i n e t i c s m o d e l l i n g .
T h e v a l i d i t y o f t h i s

a s s u m p t i o n w a s t e s t e d w i t h a m a t c h e d -

p a i r s t - t e s t o f t h e d a t a f o r t h e m i c r o b i a l c o n t r o l c o u n t s
,

p e r f o r m e d o n t h e a r r a y o f N c t / N o r a t io s , w h e r e N c r i s t h e c o n c e n t r a t i o n i n t h e m e t a l - f r e e c o n t r o l

s a m p l e a t a n y t i m e , T . N ct / N o v a l u e s f o r t h e c o n t r o l v e s s e l w e r e t r e a t e d a s o n e s e t o f s a m p l e s , a n d

w e r e c o m p a r e d t o a s e t o f c o n t r o l s a m p l e o f a p e r f e c t s e r i e s o f N c t / N o v a l u e s
,

i . e . o n e w h e r e t h e

v a l u e o f N ct / N o r e m a i n e d a t
"

1
"

o v e r t i m e . T h o s e d a t a s e t s t h a t r e s u l t e d i n a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e

f r o m t h e i d e a l w e r e s u b j e c t e d t o a n a d d i t i o n a l c o n t r o l s t a n d a r d i s a t i o n p r i o r t o l o g a r i t h m i c a n a l y s i s .

T h e s e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d b e l o w ( f u l l s t a t i s t i c a l o u t p u t m a y b e f o u n d i n t h e a p p e n d ix ) .

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s M a t c h e d - P a i r s T - T e s t p
V a l u e

S t a t i s t i c a l l y Si g n i f i c a n t /
A d d i t i o n a l

S t a n d a r d i s a t i o n ?

Sy n t h e t i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 7 2 3 5 N o

Sy n t h e t i c W a t e r / / E . c o l i 0 4 0 2 3 N o

S y n t h e t i c Wa t e r / / M S 2 0 . 0 2 0 9 Y e s

O r g a n i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 0 4 5 9 Y e s

O r g a n i c W a t e r / / E . c o l i 0 . 6 3 8 4 N o

O r g a n i c W a t e r / / M S 2 0 . 0 1 7 7 Y e s

T a b l e 4 : M a t c h e d - P a ir s T - T e s t R e s u l t s f o r Co n t r o l V e s s e l N t / N o u n d e r V a r i o u s E x p e r i m e n t a l

C o n d it i o n s

K i n e t i c s M o d e l l i n g o f D i s i n f e c t i o n

T h e d a t a f o r m i c r o b i a l r e d u c t i o n s o v e r t i m e w e r e s u b j e c t e d t o k i n e t i c s m o d e l l i n g . A l l 1 2 d a t a s e t s

w e r e s u b j e c t e d t o c u r v e - fi t t i n g f o l l o w i n g t h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l , a n d a l l 1 0 d a t a s e t s t h a t y i e l d e d

n o n - z e r o d i s i n f e c t i o n r e s u l t s w e r e s u b j e c t e d t o c u r v e - f i t t in g f o l l o w i n g t h e H o m a n d O n e - H i t T w o -

P o p u l a t i o n m o d e l s T h e o v e r a l l f i t o f t h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l w a s e v a l u a t e d u s i n g a c o m b i n a t i o n o f

t h e R 2 v a l u e o b t a i n e d f r o m t h e l i n e a r fi t o f t h e L o g (N t / N q) m i c r o b e r e d u c t i o n v a l u e s o v e r t i m e (i n
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m i n u t e s ) , a n d a n e x a m i n a t i o n o f t h e d a t a t o i d e n t i f y a p p a r e n t n o n - l i n e a r t r e n d s . T h e f i t o f t h e H o m

a n d O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l s w e r e o b t a i n e d f r o m a n o n - l i n e a r l e a s t - s q u a r e s r e g r e s s i o n R ^
.

T h o s e i n s t a n c e s w h e r e t h e O n e - H i t T w o P o p u l a t io n m o d e l f a i l e d t o c o n v e r g e ( a s d e s c r i b e d i n t h e

"

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
"

s e c t i o n ,
s u b s e c t i o n

"

M e t h o d s o f K i n e t i c s M o d e l l i n g a n d M i x e d - M o d e l

A n a l y s i s
"

) a r e d e n o t e d w i t h a d a s h . T h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d b e l o w .

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s

Sy n t h e t i c W a t e r / / R c e r e u s / /
0 . 2 m g p e r L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / B . c e r e u s / /
2 m g p e r L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / E . c o l i / / 0 . 2

m g p e r L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / E . c o l i / / 2
m g p e r L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / M S 2 / / 0 . 2

m g p e r L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / M S 2 / / 2
m g p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / B . c e r e u s / /
0 . 2 m g p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / B . c e r e u s / /
2 m g p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / E . c o l i / / 0 . 2

m g p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / E . c o l i / / 2
m g p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / M S2 / / 0 . 2 m g

p e r L D o s e

O r g a n i c W a t e r / / M S 2 / / 2
m g p e r L D o s e

Ch i c k - W a t s o n

F i t

9 6 %

9 7 %

8 3 %

9 7%

5 %

8 3 %

7 7%

6 5 %

7 3 %

8 1%

6 6 %

4 4 %

H o m
F i t

9 9 . 9 9

%
9 8 %

1 0 0 %

9 9 %

N / A

9 6 %

9 2 %

9 4 %

8 8 %

9 4 %

N / A

8 9 %

O H T P

F i t

9 7 %

N / A

9 7 %

9 3 %

9 9 %

9 1%

8 8 %

N / A

9 9 %

M o d e l U s e d

H o m

H o m

H o m

H o m

N / A

H o m

H o m

O H T P

H o m

H o m

N / A

O H T P

T a b l e 5 : Cu r v e - F i t t i n g V a l i d i t y f o r M o d e l s A p p l i e d t o V a r i o u s E x p e r i m e n t a l C o n d it i o n s o l
'

D i s i n f e c t i o n

B y d e fi n i t i o n
,
t h e H o m m o d e l

'

s fi t w i l l b e a t l e a s t e q u a l t o , i f n o t g r e a t e r t h a n
,
t h e Ch i c k - W a t s o n fi t .

T h e H o m m o d e l u s u a l ly y ie l d e d t h e b e s t c u r v e - fi t t i n g r e s u l t s , p r o v i d i n g r e s u l t s m a r k e d ly i n f e r i o r t o

t h a t o f t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l i n o n l y t w o o f t h e t w e l v e d a t a s e t s , n a m e ly t h a t o f B .

c e r e u s a n d M S 2 c o l i p h a g e t r e a t e d w i t h a 2 m i l l i g r a m p e r l i t r e d o s e o f t h e m e t a l a d d i t i v e i n w a t e r s
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w it h N O M (b o l d e d ) . G r a p h i c a l r e p r e s e n t a t i o n o f t h e H o rn m o d e l f i t s f o r a l l t h e d a t a s a v e f o r t h e t w o

c a s e s h i g h l i g h t e d a b o v e a r e p r e s e n t e d b e l o w .

F o r t h e t w o c a s e s b o l d e d a b o v e , t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l i s s h o w n . T h e x - a x i s f o r a ll

m o d e l s s h o w n b e l o w d e n o t e s t i m e i n m i n u t e s . R e l e v a n t m o d e l p a r a m e t e r s f o r t h e H o m m o d e l i n

e i g h t o f t h e t e n a n a l y s e d d a t a s e t s , a n d f o r t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l i n t h e r e m a i n i n g t w o

d a t a s e t s , a r e a l s o p r e s e n t e d b e l o w . A l l p a r a m e t e r s a r e l i m i t e d t o t h r e e s ig n i f i c a n t f ig u r e s .
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Sy n t h e t i c W a t e r / /
E . c o l i I I 0 . 2 m g p e r
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- 9 . 2 9 * 1 0 - 1 1 3 . 8 9 S h o u l d e r i n g

Sy n t h e t i c W a t e r / /
E . c o l i I I 2 m g p e r L

- 3 . 7 7
* 1 0 - 3 1 . 0 6 S l i g h t Sh o u l d e r i n g

Sy n t h e t i c W a t e r / /
M S2 / / 2 m g p e r L

- 3 . 5 5 * 1 0 - 2 0 . 5 2 6 T a i l i n g

Or g a n i c W a t e r / / B .

c e r e u s 11 0 . 2 m g p e r

L

- 2 . 2 5 * 1 0 - 2 0 . 5 3 9 T a i l i n g

O r g a n i c W a t e r / / E .

c o l i I I 0 . 2 m g p e r L

- 1 . 9 6 * 1 0 - 2 0 . 6 9 0 T a i l i n g

O r g a n i c W a t e r / / E .

c o l i I I 2 m g p e r L

- 5 . 3 0 * 1 0 - 2 0 . 5 1 6 T a i l i n g

T a b l e 6 : H o rn M o d e l P a r a m e t e r s a n d A s s o c i a t e d K i n e t i c s Ch a r a c t e r i s a t i o n u n d e r V a r i o u s

Ex p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s f o r M i c r o b e D i s i n f e c t i o n b y M e t a l O x i d e N a n o p a r t i c l e s
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E x p e r i m e n t a l

Co n d i t i o n s

A f f e c t e d F r a c t i o n (0 A f f e c t e d F r a c t i o n

D e c a y R a t e ( k l )
R e s i d u a l F r a c t i o n

O r g a n i c W a t e r / / B .

c e r e u s / / 2 m g p e r L

6 9 . 9 % - 2 . 2 7 * 1 0 - 2 3 0 . 1%

O r g a n i c W a t e r / /
M S 2 / / 2 m g p e r L

7 4 . 9 % - 3 . 3 2 *
1 0 - 2 2 5 . 1%

T a b l e 7 : O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n M o d e l P a r a m e t e r s a n d A s s o c i a t e d R e s i d u a l F r a c t i o n s u n d e r

V a r i o u s E x p e r i m e n t a l Co n d it i o n s f o r M i c r o b e D i s i n f e c t i o n K i n e t i c s b y M e t a l O x i d e N a n o p a r t i c l e s

B a s e d o n t h e s e r e s u l t s f o r t h e t w o -

p o p u l a t i o n k i n e t i c m o d e l l i n g o f t h e l o g i o r e d u c t i o n d a t a , t h e

s u s c e p t i b l e p o p u l a t i o n s f o ll o w f i r s t - o r d e r Ch i c k - W a t s o n d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s , w h i l e t h e r e s i s t a n t

p o p u l a t i o n r e m a i n s u n c h a n g e d i n c o n c e n t r a t i o n o v e r t i m e . F o r t h i s r e a s o n , e x t r a p o l a t i o n a n a ly s i s

m u s t b e p e r f o r m e d u s i n g t h e H o rn m o d e l
,
a s t h e O n e - H i t T w o P o p u l a t i o n M o d e l f a i l e d t o c o n v e r g e

i n s o m e c a s e s . F i t v a l u e s f o r t h e H o m m o d e l a r e r e p o r t e d i n T a b l e 5 , a l l o f w h i c h r a n g e f r o m 89 % t o

1 0 0 % , i n d i c a t i n g it a s a s u i t a b l e m e a n s o f e x t r a p o l a t i o n .

E v a l u a t i o n o f D i s i n f e c t a n t Co n c e n t r a t i o n a t 0 a n d 3 6 0 M i n u t e s o f Co n t a c t T i m e

I n d u c t i v e ly - c o u p l e d p l a s m a m a s s s p e c t r o s c o p y w a s p e r f o r m e d , a s d e s c r i b e d a b o v e i n M e t h o d s a n d

M a t e r i a l s , a t 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e . F o r e a c h t r i a l , t r i p l i c a t e m e a s u r e m e n t s w e r e t a k e n ,

a n d a v e r a g e d , a n d t h e p e r c e n t r o o t s t a n d a r d d e v i a t i o n c a l c u l a t e d . T r i a l s w e r e d o n e i n t r i p l i c a t e

t h e m s e lv e s ; t h e m e a n o f m e a s u r e m e n t s f o r e a c h t r ia l w a s t h e r e f o r e u s e d t o p r o v i d e t h e t r i a l -

a v e r a g e d d a t a p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e s 8 - 1 1 . T h e f u l l d e t a i l s o f ICP - M S d a t a a r e p r e s e n t e d i n t h e

a p p e n d i x . T h e d a t a f o r N O M - n e g a t iv e w a t e r (T a b l e s 8 - 9 ) a n d N O M - a m e n d e d w a t e r (T a b l e s 1 0 - 1 1 )

a r e p r e s e n t e d s e p a r a t e l y . A l l n u m b e r s a r e r e p o r t e d t o 3 s ig n i f i c a n t f i g u r e s .
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IC P - M S

Sa m p l e

D o s e E q . (p p b ) [ D IS S c u l ( p p b ) M a r g i n o f E r r o r

(p p b )
[ D IS Sz n ] ( p p b ) M a r g i n o f E r r o r

( p p b )
0 2 m g / L
w i t h

O r g a n is m s

2 0 0

1 08 1 3 . 4 1 6 8 2 1 3

2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 0 8 7 3 5 1 . 8 1 3 6 0 2 3 . 2

0 2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 0 0

1 2 8 0 . 8 1 1 1 6 6 . 8 6

2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n is m s

2 0 00

1 2 6 2 2 1 . 0 1 1 0 0 3 7 . 2

T a b l e 8 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d C o n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d Co p p e r a n d Z i n c Co l l e c t e d a t 0

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r

IC P - M S

Sa m p l e

D o s e Eq . (p p b ) [ D ISS c u ] ( p p b ) M a r g i n o f E r r o r

(p p b )
[ D IS Sz n ] ( p p b ) M a r g i n o f E r r o r

( p p b )
0 . 2 m g/ L
w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 .

9 8 . 3 1 . 4 8 1 3 7 3 9 . 1

2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

2 0 0 0 8 3 6 1 5 3 1 9 2 0 1 9 7

0 2 m g / L

w it h o u t

O r g a n is m s

2 0 0 .

1 8 5 0 . 5 6 9 7 . 7 7 . 5 5

2 m g / L

w i t h o u t

O r g a n is m s

2 0 0 0

1 3 8 0 7 7 . 7 1 1 6 0 4 3 . 5

T a b l e 9 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d C o n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d Co p p e r a n d Z i n c Co l l e c t e d a t 3 6 0

M in u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r

A s s h o w n a b o v e i n T a b l e s 8 a n d 9 , m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d c o p p e r a n d z i n c i n N OM -

n e g a t i v e b u f f e r e d w a t e r w e r e a l w a y s l o w e r t h a n a d d e d d o s e e q u i v a l e n t s i n e v e r y c a s e . I n N O M -

n e g a t i v e b u f f e r e d w a t e r w i t h a d d e d m i c r o b e s , b e t w e e n 4 3 a n d 9 6 % o f a d d e d d o s e e q u i v a l e n t s

w e r e c o n v e r t e d t o m e a s u r a b l e f r e e m e t a l f o r m s . R e a s o n s f o r m e a s u r e d m e t a l s c o n c e n t r a t i o n s b e i n g

l o w e r t h a n d o s e s w e r e n o t i n v e s t i g a t e d i n t h i s s t u d y I t i s t h e p o s s i b l e t h a t s o m e a m o u n t o f a d d e d

m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s f o r m e d a g g r e g a t e s o r o t h e r c o m p l e x e s t h a t w e r e l o s t d u r i n g t h e p r o c e s s
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o f c e n t r i f u g a t i o n , t h a t s o m e w e r e i n t e r n a l i s e d b y m i c r o o r g a n i s m s , o r t h a t s o m e w e r e p h y s i c a l l y l o s t

f r o m t h e w a t e r , p e r h a p s b y a d s o r p t i o n t o t h e w a l l s o f p i p e t s a n d s a m p l e c o n t a i n e r s .

I C P - M S Sa m p le D o s e Eq .

( p p b )
[ D ISS c u ]
( p p b )

M a r g i n o f E r r o r

( p p b )
[ D ISSz n ]
( p p b )

M a r g i n o f E r r o r

(p p b )
0 . 2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 .

1 2 1 1 3 . 0 2 8 6 6 . 2 0

2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

2 . 0 0
*
1 0

'

4 1 1 62 . 0 1 1 7 0 1 6 . 8

0 . 2 m g / L w it h o u t

O r g a n is m s

2 0 0 .
1 2 1 5 4 . 2 3 3 0 1 4 . 5

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 . 0 0 *
1 0

'

4 4 5 5 1 . 4 1 1 9 0 3 5 7

T a b l e 1 0 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d C o p p e r a n d Z i n c Co l

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N OM - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r

e c t e d a t 0

I CP - M S Sa m p le D o s e Eq .

( p pb )
i D IS S c u l
( p p b )

M a r g i n o f E r r o r

(p p b )
[D IS Sz n l
(p p b )

M a r g i n o f E r r o r

(p p b )
0 . 2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 .

1 3 7 1 1 8 3 2 9 2 2 . 6

2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 * 1 0
'

4 4 5 7 5 . 2 1 1 6 0 4 3 . 5

0 . 2 m g / L w it h o u t

O r g a n is m s

2 0 0 . 4 7 . 7 6 8 . 3 3 0 2 6 1 . 2

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 . 0 0
*
1 0

^
4 5 0 7 1 . 5 1 5 1 0 1 0 3

T a b l e 1 1 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d Co n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d C o p p e r a n d Z i n c Co l

M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e in N OM - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r

e c t e d a t 3 6 0

A s c a n b e s e e n a b o v e i n T a b l e s 1 0 a n d 1 1 , m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d c o p p e r a n d z i n c

w e r e o ft e n l o w e r t h a n t h e a d d e d d o s e e q u i v a l e n t i n m o s t c a s e s f o r N O M - a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r

a s w e l l . F o r c o p p e r , m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s i n N O M - a m e n d e d w a t e r c o n t a i n i n g m i c r o b e s r a n g e

f r o m 2 0 - 2 2% a t t h e h i g h m e t a l d o s e t o 6 0 - 6 9 % a t t h e l o w m e t a l d o s e . F o r z i n c i n N OM - a m e n d e d

w a t e r c o n t a i n i n g m i c r o b e s , m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s w e r e h i g h e r t h a n a d d e d d o s e e q u i v a l e n t s b y

a s m u c h a s 6 5 % a t t h e l o w e r t a r g e t d o s e o f 0 . 2 m g / L b u t t h e y w e r e l o w e r b y a s m u c h a s 4 2 % a t t h e

h i g h e r t a r g e t d o s e o f 2 m g / L . A g a i n , t h e r e a s o n s f o r t h e s e d i f f e r e n c e s i n o b s e r v e d m e t a l s

c o n c e n t r a t i o n s c o m p a r e d t o d o s e s w e r e n o t s p e c i f i c a l l y i n v e s t ig a t e d . H o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t h a t

7 0

NEATPAGEINFO:id=DF42F593-CC53-45F1-A76F-CB3536376FFC



s o m e a m o u n t o f a d d e d m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s w a s l o s t t o c o n t a i n e r w a l l s o r f o r m e d c o m p le x e s

o r a g g r e g a t e s t h a t w e r e r e m o v e d u p o n c e n t r i f u g a t i o n .

I n m i c r o b e -

p o s i t i v e s a m p l e s ,
i t i s p o s s i b l e t h a t a p e r c e n t a g e o f t h e a d d e d m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s

w e r e c o m p l e x e d w i t h o r i n t e r n a l i s e d b y t h e t e s t m i c r o o r g a n i s m s
,
a s w a s f o u n d b y s e v e r a l s t u d i e s i n

t h e l i t e r a t u r e r e v i e w o f t h i s t e c h n i c a l r e p o r t [e . g . B r a y n e r e t a l , 2 0 0 6 ) . W h e r e t h e o b s e r v e d z i n c

c o n c e n t r a t i o n w a s h i g h e r t h a n t h e d o s e a d d e d , i t i s p o s s ib l e t h a t t h e r e w a s m e c h a n i c a l e r r o r i n t h e

m e a s u r e m e n t o f t h e d i s s o l v e d c o n c e n t r a t i o n o f z i n c . A n o t h e r p o s s ib i l i t y i s a n e r r o r i n m e t a l o x id e

n a n o p a r t i c l e d o s i n g . I f t h e s t o c k s o l u t i o n o f z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s w a s n o t s u f f i c i e n t l y m o n o -

d i s p e r s e d , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e v o l u m e a d d e d t o t h e t e s t w a t e r c o n t a i n e d m o r e z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s t h a n c a l c u l a t e d . T h i s w o u l d l e a d t o a n u n d e r - r e p o r t i n g o f t h e a d d e d d o s e e q u iv a l e n t ,

a n d c o u l d e x p l a i n t h e i n c r e a s e i n m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n o f d is s o lv e d z i n c .

A n o t h e r n o t e w o r t h y p o i n t i s t h e s u b s t a n t i a l l y l o w e r f r e e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n i n N OM - a m e n d e d

w a t e r
, a s c o m p a r e d t o N O M - n e g a t i v e w a t e r , a t t h e 2 m g / L d o s e . T h i s m a g n i t u d e o f l o w e r m e a s u r e d

c o n c e n t r a t i o n c o m p a r e d t o d o s e w a s n o t o b s e r v e d a t t h e l o w e r d o s e o f 0 . 2 m g / L . , a n d d i d n o t

a p p e a r t o b e p r e s e n t i n t h e p r o d u c t i o n o f f r e e z i n c . I n t h e p r e s e n c e o f N OM , t h e r e w a s a n

a p p r o x i m a t e 5 5% d e c r e a s e i n f r e e c o p p e r ( 4 1 1 a n d 4 4 5 p p b in N O M - a m e n d e d w a t e r s a t 0 a n d 3 6 0

m i n u t e s , r e s p e c t i v e l y ,
v e r s u s 8 7 3 a n d 1 2 6 2 p p b i n N OM - n e g a t i v e w a t e r s a t t h e s a m e t i m e p o i n t s ,

f o r e x a m p l e ) . T h e r e a r e i n s u f f i c i e n t d a t a t o c o n d u c t a r o b u s t s t a t i s t i c a l e v a l u a t i o n o f s i g n i f i c a n c e

w i t h r e g a r d s t o m e a s u r e d f r e e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s r e l a t i v e t o m i c r o b i a l r e d u c t i o n p e r f o r m a n c e .

H o w e v e r , i t a p p e a r s t h a t t h e p o t e n t i a l f o r N O M t o s u p p r e s s f r e e c o p p e r p r e s e n c e o r c a u s e c o p p e r

l o s s e s m a y h a v e a n i m p a c t o n t h e a b i l i t y o f c o p p e r o x i d e n a n o p a r t i c l e s t o d i s i n f e c t d r i n k i n g w a t e r .
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IC P - M S Sa m p l e D o s e

Eq u i v a le n t s

( p p b )

A D I SS c u (p p b ,

f r o m 0 t o 3 6 0

M i n u t e s )

A D I SS c u

M a r g i n o f

E r r o r ( p p b )

A D I SS z n (p p b ,

f r o m 0 t o 3 6 0

M in u t e s )

A D I SS z n

M a r g i n o f

E r r o r ( p p b )
0 . 2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

2 0 0 .

- 9 . 3 3 1 6 . 4 7

- 3 1 . 3 6 3 . 9

2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 * 1 0
'

- 3 7 . 3 3 7 0 . 7
5 5 3 1 7 2

0 . 2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 0 0 .

- 1 8 . 0 1 5 . 0

5 7 . 3 3 1 . 3 7

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n is m s

2 . 0 0
*
1 0

^

1 1 7 . 3 3 1 0 6 . 6 3
6 0 0 8 2 2

T a b l e 1 2 : ICP - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a C o l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f

D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e in N OM - N e g a t iv e B u f f e r e d W a t e r

I C P - M S Sa m p le D o s e

Eq u i v a l e n t s

(p p b )

A D ISS c u 9 5 %

C I L o w e r

B o u n d

A D I SS c u 9 5 % C I

U p p e r B o u n d

A D IS S z n 9 5 %

C I Lo w e r

B o u n d

A D IS S z n 9 5 % C I

U p p e r B o u n d

0 . 2 m g / L w it h

O r g a n is m s

2 0 0 .

- 2 5 . 8 7 . 1 3 - 9 5 . 2 3 2 . 5

2 m g / L w i t h

O r g a n is m s

2 0 0
* 1 0

'

- 1 0 8 3 3 . 4 3 8 1 7 2 5

0 . 2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n is m s

20 0 .

5 6 . 0 5 8 . 7 - 3 3 . 0 - 3 . 0 1

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n is m s

2 00 *
1 0

'

1 0 . 7 2 2 4 - 2 2 . 3 1 4 2

T a b l e 1 3 : 9 5 % Co n f i d e n c e I n t e r v a l f o r ICP - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a Co l l e c t e d a t 0

M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N OM - N e g a t i v e B u f f e r e d W a t e r

I C P - M S

Sa m p le

D o s e

Eq u i v a le n t s

(p p b )

D if f e r e n c e i n

M e a s u r e d

D ISS c u (p p b )

D I SS c u
M a r g i n

o f E r r o r (p p b )

M e a s u r e d

D I SS z n (p p b )

D I SS z n M a r g i n

o f E r r o r

0 . 2 m g / L
w i t h

O r g a n is m s

2 0 0 .

1 5 . 7 5 0 5 4 2 . 3 3 0 . 9

2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

2 . 0 0 * 1 0
'

3 4 1 1 3 - 1 7 . 3 6 1 8

0 . 2 m g / L
w it h o u t

O r g a n is m s

2 00
- 7 3 . 7 7 1 . 1 - 2 8 . 7 6 5 0

2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n is m s

2 . 0 0
*
1 0

'

4 . 3 3 1 7 1 3 2 4 1 4 1

T a b l e 1 4 : I CP - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f

D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r
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IC P - M S

Sa m p l e

D o s e

E q u i v a l e n t s

( p p b )

A D I SS c u 9 5 % C I

Lo w e r B o u n d

A D I SS c u 9 5 % C I

U p p e r B o u n d

A D ISS z n 9 5 % C I

Lo w e r B o u n d

A D ISS z n 9 5 % C I

U p p e r B o u n d

0 . 2 m g / L
w i t h

O r g a n i s m s

2 0 0 .

- 3 4 . 8 6 6 1 1 1 . 4 7 3 . 3

2 m g / L w it h

O r g a n i s m s

2 . 0 0
*
1 0

'

- 7 9 3 1 4 7 - 7 9 2 4 4 . 5

0 . 2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 0 0 .

- 1 4 5 - 2 . 5 3 - 9 3 . 7 3 6 . 4

2 m g / L
w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 . 0 0 * 1 0
'

- 1 6 7 1 7 6 1 8 3 4 6 6

T a b l e 1 5 : 9 5 % Co n f i d e n c e I n t e r v a l f o r IC P - M S T r i a l - A v e r a g e d D i f f e r e n c e s o f D a t a C o l l e c t e d a t 0

M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D is in f e c t a n t C o n t a c t T i m e i n N OM - A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r

I n N O M - n e g a t i v e b u f f e r e d w a t e r ,
d o s e d w it h e i t h e r t h e 0 . 2 m g / L o r t h e 2 m g / L c o n c e n t r a t i o n o f

m e t a l o x id e n a n o p a r t i c l e s , t h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d

c o p p e r i n o r g a n i s m
-

p o s i t i v e s a m p l e s t a k e n a t 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s ( t h e m a r g i n s o f e r r o r o f b o t h

m e a s u r e m e n t s i n c l u d e d 0 ) . I n t h e s a m e t y p e o f w a t e r , a t t h e 0 . 2 m g / L d o s e o f m e t a l o x i d e

n a n o p a r t i c l e s ,
m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d z i n c a l s o w e r e n o t s ig n i f i c a n t l y d i f f e r e n t

b e t w e e n s a m p l e s t a k e n a t t i m e t = 0 a n d t = 3 6 0 m i n u t e s ( t h e m a r g i n o f e r r o r o f t h e m e a s u r e m e n t

i n c l u d e d 0 ) .
H o w e v e r , f o r z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s a t t h e 2 m g / L d o s e i n o r g a n i s m - p o s i t iv e

s a m p l e s ,
t h e r e w a s a s t a t i s t i c a ll y s ig n i fi c a n t d i f f e r e n c e , s p e c i fi c a l l y a n i n c r e a s e , o b s e r v e d i n

c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d z i n c b e t w e e n m e a s u r e m e n t s t a k e n a t 0 m i n u t e s a n d 3 6 0 m i n u t e s o f

c o n t a c t t i m e (t h e 9 5 % C I f o r t h e v a l u e o f t h e d i f f e r e n c e i s b e t w e e n 3 8 1 a n d 7 2 5 p p b ) .

I n N O M - a m e n d e d b u f f e r e d w a t e r c o n t a i n i n g o r g a n is m s a n d d o s e d w i t h 2 m g / L o f m e t a l o x i d e

n a n o p a r t i c l e s , t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r o r z i n c b e t w e e n t h e

0 a n d 3 6 0 m i n u t e s a m p l e s ( t h e m a r g i n s o f e r r o r o f b o t h m e a s u r e m e n t s i n c l u d e d 0 ) . L i k e w i s e , i n t h e

s a m e w a t e r d o s e d w i t h 0 . 2 m g / L o f m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s
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i n c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d c o p p e r b e t w e e n s a m p l e s t a k e n a t 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e

(t h e m a r g in o f e r r o r o f t h e m e a s u r e m e n t i n c l u d e d 0 ) . H o w e v e r , f o r z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s a t t h e

0 . 2 m g / L d o s e i n o r g a n i s m - p o s i t i v e s a m p l e s , t h e r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e ,

s p e c if i c a l l y a n i n c r e a s e , o b s e r v e d i n c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d z i n c b e t w e e n m e a s u r e m e n t s t a k e n

a t 0 m i n u t e s a n d 3 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e (t h e 9 5 % C I f o r t h e v a l u e o f t h e d i f f e r e n c e i s b e t w e e n

1 1 . 4 a n d 7 3 . 3 p p b ) .

E x t r a p o l a t i o n t o M e e t Sp e c i fi e d WH O L o g i o R e d u c t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s

T h e a m o u n t o f t i m e r e q u i r e d , a c c o r d i n g t o t h e d a t a p r e s e n t e d h e r e , t o r e a c h t h e a f o r e m e n t i o n e d

p e r f o r m a n c e t a r g e t s o f t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n f o r h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t s c a n b e

e x t r a p o l a t e d f r o m t h e r e s p e c t i v e m o d e l
'

s p a r a m e t r i c d a t a . Fo r e a c h o f t h e t w e l v e e x p e r i m e n t a l

c o n d i t i o n s
, t h e p e r f o r m a n c e t a r g e t , a n d t i m e r e q u i r e d t o r e a c h t h e p e r f o r m a n c e t a r g e t a r e

s u m m a r i s e d i n T a b l e 8 b e l o w . T h o s e d a t a s e t s t h a t w e r e b e s t fi t b y t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n

M o d e l , b u t f o r w h i c h t h e H o m m o d e l w a s n e v e r t h e l e s s u s e d f o r e x t r a p o l a t i o n
, a r e b o l d e d in T a b l e 8

b e l o w . F o r t h e s e d a t a s e t s
,
s u c h e x t r a p o l a t i o n i s p r e s e n t e d f o r i l l u s t r a t iv e p u r p o s e s o n l y .

T h e t e r m
"

m o d u l a r
"

i n
" m o d u l a r h o u r s

"

b e l o w r e f e r s t o a m e t h o d o f r o u n d i n g i n w h i c h a n y

f r a gm e n t o f a w h o l e n u m b e r i s p r e s u m e d t o r o u n d u p t o t h e n e a r e s t h i g h e r w h o l e n u m b e r . F o r

e x a m p l e ,
1 . 1 , 1 . 2

,
1 . 3

,
1 . 4

,
1 . 5

,
1 . 6

,
1 . 7 , 1 . 8

,
a n d 1 . 9 w o u l d a l l b e r o u n d e d t o 2 . T h i s m e t h o d o f

r o u n d i n g i s u s e d f r e q u e n t l y i n d e m o g r a p h i c a n a l y s i s , e c o n o m e t r i c s
,
a n d o t h e r r e l a t e d fi e l d s , i n

o r d e r t o p r o v i d e a c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e o f c o n s u m e d r e s o u r c e s o r e s t i m a t e d c o s t s o f a p a r t i c u l a r

a c t i o n , g o o d , o r s e r v i c e . T h i s m e t h o d o f r o u n d i n g w a s u s e d h e r e t o p r o v i d e a c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e

o f t h e t i m e r e q u i r e d t o r e a c h a p a r t i c u l a r l e v e l o f m i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n .
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E x p e r i m e n t a l

C o n d i t i o n s

M o d e l U s e d
"
P r o t e c t i v e

"

P e r f o r m a n c e

T a r g e t (N u m b e r

o f L o g i o

R e d u c t i o n s )

T i m e R e q u i r e d

(M i n u t e s )
T i m e R e q u i r e d

(M o d u l a r

H o u r s )

Sy n t h e t i c W a t e r / / B .

c e r e u s / / 0 . 2 m g p e r L

H o rn 6 0 4 1 1

Sy n t h e t i c W a t e r / / B .

c e r e u s / / 2 m g p e r L

H o rn 4 1 4

Sy n t h e t i c W a t e r / / E .

c o l i I I 0 . 2 m g p e r L

H o rn 4 5 3

Sy n t h e t i c W a t e r / / E .

c o l i I I 2 m g p e r L
'

H o rn 3 7 2

Sy n t h e t i c W a t e r / /
M S2 / / 0 . 2 m g p e r L

N o t

A p p l i c a b l e

N o t A p p Hc a b l e N o t A p p l i c a b l e

S y n t h e t i c W a t e r / /
M S2 / / 2 m g p e r L

H o rn 4 6 0 6 7 7

O r g a n i c Wa t e r / / B .

c e r e u s I I 0 . 2 m g p e r L

H o rn 4 1 2 7 6 8

O r g a n i c W a t e r / / B .

c e r e u s I I 2 m g p e r L

H o m 2 . 1 1 * 1 0 2 8 3 . 5 2 * 1 0 2 6

O r g a n i c W a t e r / / E .

c o l i I I 0 . 2 m g p e r L

H o m 8 15 14

O r g a n i c W a t e r / / E .

c o l i I I 2 m g p e r L

H o m 1 1 3 7 19

O r g a n i c W a t e r / /
M S2 / / 0 . 2 m g p e r L

N o t N o t A p p l i c a b l e

A p p h c a b l e

N o t A p p l i c a b l e

O r g a n i c Wa t e r / /
M S 2 / / 2 m g p e r L

H o m 2
. 6 2 * 1 0 5 4 . 3 8 * 1 0 3

T a b l e 1 6 : T i m e R e q u i r e d t o R e a c h W . H . O .

"

P r o t e c t i v e
"

P e r f o r m a n c e T a r g e t s u n d e r V a r i o u s

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s

M ix e d - M o d e l A n a l y s i s

O n c e a l l m o d e l l i n g a n d e x t r a p o l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d , a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d in o r d e r t o

a s c e r t a i n : ( 1 ) t h e e f f e c t o f m e t a l d o s e o n e s t i m a t e d d i s i n f e c t io n e f f i c a c y w i t h i n a p a r t i c u l a r a q u e o u s

m a t r i x
, a n d (2 ) t h e e f f e c t o f d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r i n t h e b u f f e r e d t e s t w a t e r o n e s t i m a t e d

d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y w i t h i n a p a r t i c u l a r d o s e r a n g e , a s d e s c r i b e d a b o v e . Fo r t h e f i r s t , o n t h e e f f e c t o f

d o s e
, b a s e l i n e p a r a m e t r i c a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d ; s p e c i fi c a l l y , t h e d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y o f t h e 0 . 2

m g / L d o s e w a s c o m p a r e d w i t h t h e d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y o f t h e 2 m g / L d o s e a c r o s s t i m e . D i s i n f e c t i o n

o f M S2 b a c t e r i o p h a g e w a s n o t s u b j e c t e d t o t h is a n a l y s i s , s i n c e t h e 0 2 m g / L d o s e y i e l d e d n o
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s ig n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n r e s u l t s w h il e t h e 2 m g / L d o s e d i d . T h e d o s e s y i e l d e d s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t

d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y b y d e fi n i t i o n . T h e r e s u lt s o f t h i s a n a l y s i s a r e p r e s e n t e d b e l o w . T h e t e r m

"

a m p l i fi e s
"

r e f e r s t o a p o s i t i v e d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p , w i t h i n c r e a s i n g d o s e r e s u l t i n g i n

i n c r e a s i n g in a c t i v a t i o n e f fi c a c y . I n c r e a s e d d o s e r e s u l t e d i n in c r e a s e d d i s i n f e c t i o n o f B . c e r e u s

s p o r e s a n d E . c o l i i n s y n t h e t i c t e s t w a t e r b u t d i d n o t i n c r e a s e t h e i r d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y i n o r g a n i c

w a t e r .

E x p e r i m e n t a l

Co n d i t i o n s

E s t i m a t e o f

P
9 5 % C I

S t a t i s t i c a l !

y
S i g n i fi c a n t

D o s e

E f f e c t

Sy n t h e t i c W a t e r

/ / B . c e r e u s

- 0 . 0 0 2 6 3 - 0 . 0 0 3 4 2 - 0 . 0 0 1 84 Y e s A m p l i fi e s

S y n t h e t i c W a t e r

/ / E. c o l i
- 0 . 0 0 3 5 1 - 0 . 0 0 4 2 3 - 0 . 0 0 2 8 0 Y e s A m p l ifi e s

Sy n t h e t i c Wa t e r

/ / M S2

N o t

A p p l i c a b l e
N o t A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

O r g a n i c W a t e r

/ / B . c e r e u s

- 0 . 0 0 0 1 24 - 0 .
0 0 0 9 8 4 0 . 0 0 0 7 3 7 N o N o n e

O r g a n i c W a t e r

/ / E . c o l i
- 0 . 0 0 0 0 7 1 0 - 0 . 0 0 1 2 5 0 . 0 0 1 1 1 N o N o n e

O r g a n i c W a t e r

/ / M S 2

N o t

A p p l i c a b l e
N o t A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

T a b l e 1 7 : B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a ly s i s Re s u l t s f o r St a t i s t i c a l Si g n i fi c a n c e b e t w e e n M e t a l A d d i t i v e

D o s e s f o r T e s t M i c r o b e D i s i n f e c t i o n a t V a r i o u s E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f T e s t W a t e r

T o a s c e r t a i n t h e e f f e c t o f t h e p r e s e n c e o f d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r o b t a i n e d f r o m Ca t fi s h L a k e i n

t e s t w a t e r o n t h e m i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y o f t h e t w o d o s e s o f t h e m e t a l a d d i t i v e , s i m i l a r

a n a ly s i s w a s p e r f o r m e d f o r B . c e r e u s a n d E . c o l i F o r M S 2 c o l ip h a g e , a n a l y s i s o f p a r a m e t r i c j o i n t

c o n fi d e n c e s p r e a d w a s p e r f o r m e d . T h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e s 1 0 a n d 1 1 . N o t e t h a t

t h e c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e 0 . 2 m g / L d o s e f o r M S 2 c o l i p h a g e y i e l d s a s t a t i s t i c a l l y i n s i g n i fi c a n t

r e s u l t b y d e fi n i t i o n
,
s i n c e n o s i g n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n w a s o b s e r v e d i n e i t h e r t e s t w a t e r . A s c a n b e

s e e n i n T a b l e 1 0
,
t h e d i s i n f e c t i o n o f R c e r e u s a t t h e 0 . 2 m g / L d o s e i s n o t s i g n i fi c a n t l y a l t e r e d b y t h e

a d d i t i o n o f N OM . T h e d i s i n f e c t i o n o f f . c o l i i n c o n t r a s t , d i s p l a y e d a s l i g h t a m p l i fi c a t i o n e f f e c t w i t h

t h e a d d i t i o n o f N O M [ t h a t i s , t h e a d d i t i o n o f N O M a p p e a r e d t o i n c r e a s e t h e d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y o f
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t h e m e t a l n a n o p a r t i c l e d o s e ) . F o r d i s i n f e c t i o n o f b o t h B . c e r e u s a n d E . c o l i a t t h e 2 m g / L d o s e o f

m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e , t h e a d d i t i o n o f N O M w a s s h o w n t o r e t a r d d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y . N o

s i g n i f i c a n t e f f e c t o f t h e a d d i t i o n o f N OM w a s f o u n d f o r t h e i n a c t i v a t i o n o f M S2 c o l i p h a g e b y t h e 2

m g / L m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e i n e i t h e r N O M - n e g a t i v e o r N O M - a m e n d e d w a t e r s .

E x p e r i m e n t a l

C o n d i t i o n s

E s t i m a t e o f

^
9 5 % C I

S t a t i s t i c a l l y
S i g n i f i c a n t ?

N OM

E f f e c t

B . c e r e u s / / 0 . 2

m g p e r L

- 0 . 0 0 0 3 4 5
- 0 . 0 0 0 9 4 9 0 . 0 0 0 2 59 N o N o n e

E . c o U/ l 0 . 2 m g

p e r L

- 0 . 0 0 1 5 7
- 0 . 0 0 2 9 6 - 0 . 0 0 0 17 3 Y e s A m p l i f i e s

M S 2 / / 0 . 2 m g p e r

L

N o t

A p p l i c a b l e
N o t A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

N o t

A p p l i c a b l e

B . c e r e u s / / 2 m g

p e r L

0 . 0 0 2 8 5
0 0 0 19 9 0 . 0 0 3 7 1 Y e s Re t a r d s

E . c o l i I I 2 m g p e r

L

0 . 0 0 18 8
0 . 0 0 0 69 8 0 . 0 0 3 0 5 Y e s Re t a r d s

T a b l e 1 8 : Ch i c k - W a t s o n B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a l y s i s R e s u l t s f o r St a t i s t i c a l Si g n i fi c a n c e b e t w e e n

T e s t W a t e r s f o r V a r i o u s Ex p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f M e t a l A d d it i v e D o s e a n d T e s t M i c r o b e

D i s i n f e c t i o n

Co n d i t i o n s

f o r M S 2

Co l i p h a g e

E s t i m a t e

o f k

9 5 % CI E s t i m a t e

o f m
9 5 % CI

Sy n t h e t i c

W a t e r / / 2
m g p e r L

- 0 . 0 9 6 3 0 . 0 2 5 2 0 . 2 1 5 0 . 8 3 8

- 0 . 0 3 5 5 0 . 5 2 6

O r g a n i c

W a t e r / / 2
m g p e r L

- 0 . 3 9 4 0 . 0 8 9 2 - 0 . 0 6 8 8 0 . 5 4 7

- 0 . 1 5 2 0 . 2 3 9

O v e r l a p ? Y e s Y e s

S i g n i fi c a n t ? N o N o

N OM E f f e c t N o n e

T a b l e 1 9 : H o rn - M o d e l B a s e l i n e P a r a m e t r i c A n a l y s i s R e s u l t s f o r S t a t i s t i c a l Si g n i fi c a n c e b e t w e e n T e s t

W a t e r s f o r V a r i o u s E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f M e t a l A d d i t i v e D o s e a n d T e s t M i c r o b e D i s i n f e c t i o n

(Ch i c k - W a t s o n a n d H o m C o m p a r i s o n s Sh o w n Se p a r a t e l y )
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E f f e c t o f M e t a l N a n o p a r t i c l e D o s e o n E . c o l i , B . c e r e u s , a n d M S 2 Co l i p h a g e D i s i n f e c t i o n f o r

B u f f e r e d W a t e r (P r e s e n c e o f D i s s o l v e d O r g a n i c M a t t e r H e l d Co n s t a n t f o r C o m p a r i s o n s )

R e s u l t s f o r l o g i o r e d u c t i o n s o f t e s t m i c r o b e s i n 6 h o u r s b y t h e t w o d o s e s o f m e t a l o x i d e

n a n o p a r t i c l e s i n b o t h t e s t w a t e r s a r e s u m m a r i z e d in T a b l e 1 1 . D i s i n f e c t i o n o f B a c i l l u s c e r e u s a n d o f

E s c h e r i c h i a c o l i i n b u f f e r e d w a t e r t h a t l a c k s d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r w a s f o u n d t o e x h ib i t a

s i g n i f i c a n t d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p . F o r b o t h m i c r o b e s , t h e i n c r e a s e o f d o s e f r o m 0 . 2 m i l l i g r a m s

p e r l i t r e t o 2 m il l i g r a m s p e r l i t r e w a s f o u n d t o i n c r e a s e d i s i n f e c t i o n ( i . e . t o h a v e l o w e r e d t h e

s u r v iv a l r a t i o ) o v e r t h e 6 h o u r c o u r s e o f t i m e .

D i s i n f e c t i o n o f R c e r e u s a n d E . c o l i i n w a t e r s w i t h d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r o n t h e o t h e r h a n d w a s

n o t f o u n d t o e x h i b it a s i g n i f i c a n t d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p , a s t h e e x t e n t o f d i s i n f e c t i o n , m e a s u r e d

a s l o g i o r e d u c t i o n s o f t h e s u r v i v a l r a t i o o f a b o u t 0 . 5 f o r B . c e r e u s s p o r e s a n d 1 . 0 f o r E . c o l i
,
w e r e

s t a t i s t i c a l l y s i m i l a r f o r b o t h d o s e s o f m e t a l n a n o p a r t i c l e s . D i s i n f e c t i o n o f M S 2 d i s p l a y e d a d o s e -

r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p b y d e f i n i t i o n , s i n c e t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n a t a 0 . 2 m g / L d o s e , b u t

a m e a s u r e d r e d u c e d o f a p p r o x i m a t e l y a 0 . 5 l o g i o r e d u c t i o n a t a 2 m g / L d o s e . O v e r a l l , t h e p r e s e n c e

o f d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r i n t h e t e s t w a t e r r e s u lt e d i n l e s s d i s i n f e c t i o n o f s o m e m i c r o b e s , s u c h a s

B . c e r e u s a t b o t h d o s e s o f m e t a l N P s a n d E . c o l i a t b o t h d o s e s o f m e t a l N P s .

E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s 0 . 2 m g / L D o s e 2 m g / L D o s e

Sy n t h e t i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 7 9 1 . 6 9

Sy n t h e t i c W a t e r / / E .
c o l i 0 . 8 0 1 . 8 7

Sy n t h e t i c W a t e r / / M S2 N o t s i g n i f i c a n t ly d i f f e r e n t

f r o m 0

0 . 7 8

O r g a n i c W a t e r / / B . c e r e u s 0 . 5 4 0 . 4 9

O r g a n i c W a t e r / / E c o l i 0 . 9 8 1 . 0 5

O r g a n i c W a t e r / / M S 2 N o t s i g n i f i c a n t ly d i f f e r e n t

f r o m 0

0 5 3

T a b l e 2 0 : E x p e r i m e n t a l Co n d i t i o n s o f T e s t M i c r o b e , T e s t W a t e r a n d M e t a l D o s e a n d R e s u l t a n t L o g i o

R e d u c t i o n s o f Cu lt u r a b l e M i c r o b e s a ft e r 6 H o u r s
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E f f e c t o f t h e P r e s e n c e o f D i s s o l v e d O r g a n i c M a t t e r o n t i i e E f f i c a c y o f t l i e M e t a l A d d i t i v e D o s e s

a n d T h e i r D i s i n f e c t i o n o f B . c e r e u s , E . c o l i , a n d M S 2 Co l i p h a g e (A m o u n t o f D o s e H e l d Co n s t a n t

f o r Co m p a r i s o n s )

T h e 0 . 2 m i l l i g r a m p e r l i t r e d o s e o f t h e m e t a l a d d i t i v e s d i d n o t p r o d u c e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t ly

d i f f e r e n t d i s i n f e c t i o n o f 6 c e r e u s b e t w e e n w a t e r s w i t h a n d w it h o u t N OM , w i t h l o g i o r e d u c t i o n s o f

0 . 5 4 a n d 0 . 7 9 r e s p e c t i v e l y . T h i s l a c k o f s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e is d u e t o t h e b r e a d t h o f t h e m a r g i n o f

e r r o r ; m o r e v a r i a b i l i t y w a s p r e s e n t i n r e p l i c a t e t r i a l m e a s u r e m e n t s o f B . c e r e u s d i s i n f e c t i o n l e a d i n g

t o a n o v e r l a p i n t h e m a r g i n s - o f - e r r o r o f t h e N O M - n e g a t i v e a n d N O M - a m e n d e d d i s i n f e c t i o n c u r v e s .

I t i s n o t e w o r t h y h o w e v e r t h a t t h e B . c e r e u s l o g i o r e d u c t i o n w a s l e s s i n w a t e r a m e n d e d w i t h N OM a s

c o m p a r e d t o N O M - n e g a t i v e b u f f e r e d w a t e r , s u g g e s t i n g a n i n h i b i t o r y e f f e c t a s s o c i a t e d w i t h N OM o n

B . c e r e u s s p o r e d i s i n f e c t i o n . . T h e m e t a l a d d i t i v e s p r o d u c e d s i g n i fi c a n t ly d i f f e r e n t d i s i n f e c t i o n o f f .

c o l i b e t w e e n w a t e r s w i t h a n d w i t h o u t N O M , w i t h t h e 0 . 2 m g / L m e t a l a d d i t i v e s d o s e r e s u l t i n g i n

l o g i c r e d u c t i o n s o f 0 . 9 8 a n d 0 . 8 i n w a t e r w i t h a n d w it h o u t N O M , r e s p e c t iv e l y . H e n c e f o r E. c o l i ,

d i s i n f e c t i o n b y 0 . 2 m g / L o f m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s w a s g r e a t e r i n w a t e r w i t h N OM t h a n w it h o u t

N O M
,
s u g g e s t i n g a p o t e n t i a l e n h a n c e m e n t e f f e c t a s s o c i a t e d w i t h N OM p r e s e n c e .

T h o u g h t h e g a p i n m e a n d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y i s s m a l l e r t h a n t h a t f o r B . c e r e u s a t t h e s a m e d o s e
,
l e s s

v a r i a b i l i t y i n r e p l i c a t e t r i a l m e a s u r e m e n t s r e s u l t e d i n a s m a l l e r m a r g i n
- o f - e r r o r f o r d i s i n f e c t i o n

c u r v e s f o r b o t h N OM - n e g a t i v e a n d N OM - a m e n d e d w a t e r . A t t h e 0 . 2 m g / L d o s e , t h e p r e s e n c e o f

N OM w a s f o u n d t o a m p l i f y t h e e f f e c t o f t h e m e t a l a d d i t i v e s a g a i n s t E . c o l i , p o s s i b ly i m p l y in g t h a t a t

t h e c o n c e n t r a t i o n s t u d i e d (a p p r o x i m a t e l y 1 0 m g / L ] , N O M c a n i n c r e a s e t h e c o n c e n t r a t i o n o f

b i o a c t i v e f o r m s o f c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s a g a in s t b a c t e r i a i n t e s t w a t e r s s i m i l a r t o

t h o s e u s e d h e r e , o r t h a t i n s m a l l a m o u n t s , N O M c a n s o m e h o w m a k e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n s m o r e

s u s c e p t i b l e t o t h e d i s i n f e c t a n t .

7 9

NEATPAGEINFO:id=2AA9E099-5EA0-41BD-B1BD-A5D15F8936AC



T h e 2 m i l l i g r a m p e r l i t r e d o s e o f t h e m e t a l a d d i t i v e s d i d n o t p r o d u c e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t

i n a c t i v a t i o n o f M S 2 c o l i p h a g e b e t w e e n w a t e r s w i t h a n d w i t h o u t N OM H o w e v e r , f o r B . c e r e u s a n d E .

c o l i , t h e 2 m g / L d o s e o f m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s r e s u lt e d i n s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n l o g i o

r e d u c t i o n s i n t e s t w a t e r s w it h a n d w i t h o u t N O M (f . c o li : 1 0 5 v e r s u s 1 . 8 7 ; B . c e r e u s s p o r e s : 0 . 4 9

v e r s u s 1 . 6 9 ) . I n t h e s e c a s e s
,
t h e p r e s e n c e o f N OM w a s f o u n d t o h a v e a n e g a t iv e e f f e c t o n t h e

d i s in f e c t i o n e f f i c a c y o f t h e m e t a l a d d i t i v e s a g a i n s t t h e b a c t e r i a t e s t e d . T h e r e a s o n s f o r t h e s e

d i f f e r e n c e s w e r e n o t s p e c i fi c a l l y i n v e s t i g a t e d . H o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t h a t w h e n t h e m e t a l a d d i t i v e s

a r e p r e s e n t i n a n a m o u n t l ik e t h e t e s t e d d o s e o f 2 m g / L , N O M c a n d e c r e a s e t h e b i o a c t i v e f o r m s o f

c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , o r p e r h a p s p r o t e c t t h e t e s t m i c r o b e s a g a i n s t t h e m , i n t h e t y p e

o f t e s t w a t e r u s e d h e r e .
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X I . D i s c u s s i o n

E s t i m a t e d E f f i c a c y o f Co p p e r a n d Z i n c O x i d e N a n o p a r t i c l e s a s B . c e r e u s , E . c o l i , a n d M S 2

Co l i p h a g e D i s i n f e c t a n t s i n W a t e r (R e l a t i v e t o W H O D i s i n f e c t i o n P e r f o r m a n c e T a r g e t s )

I n w a t e r s w i t h o u t d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r
,
t h e 0 . 2 m i l h g r a m s p e r H t r e d o s e o f c o p p e r a n d z i n c

o x i d e n a n o p a r t i c l e s w o u l d h a v e t a k e n 1 1 h o u r s a n d 8 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O . m i n i m u m

"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t o f 2 l o g i o [ 9 9 % ) r e d u c t i o n f o r b o t h d i s i n f e c t i o n o f b a c t e r i a a n d

p r o t o z o a n p a r a s i t e s ( r e p r e s e n t e d h e r e b y E . c o l i a n d B . c e r e u s ,
r e s p e c t i v e ly ) b y h o u s e h o l d w a t e r

t r e a t m e n t s y s t e m s (H W T S) .
N o s i g n i fi c a n t d i s in f e c t i o n a t t h is d o s e w a s o b s e r v e d f o r M S 2 c o l i p h a g e .

T h e 2 m i l l i g r a m s p e r l i t r e d o s e
,
o n t h e o t h e r h a n d , w o u l d h a v e t a k e n 7 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O .

'

s

m i n i m u m
"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t o f 2 l o g i o ( 9 9 % ) r e d u c t i o n f o r b o t h b a c t e r i a a n d

p r o t o z o a n p a r a s i t e s , a n d 7 7 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O .

'

s m i n im u m t a r g e t o f 3 l o g i o ( 9 9 . 9 % )

r e d u c t i o n o f M S 2 c o l i p h a g e , b a s e d o n t h e k i n e t i c m o d e l l i n g t e c h n i q u e s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d a b o v e .

I n r e l a t i v e l y s o l i d s - f r e e (l o w - t u r b i d i t y ) w a t e r s , t h e r e f o r e , w e c a n c o n c l u d e t h a t c o p p e r a n d z i n c

o x i d e n a n o p a r t i c l e s , a s u s e d h e r e i n b o t h t e s t e d d o s e s , w o u l d p r o v i d e r e a s o n a b l e s a m e - d a y p o i n t -

o f - u s e h o u s e h o l d (P O U H ) d r i n k i n g - w a t e r t r e a t m e n t a g a i n s t b a c t e r i a . F o r v i r u s e s h o w e v e r ,

d i s i n f e c t i o n w it h t h e s e m e t a l s w o u l d h a v e t o b e c o m b i n e d w i t h o t h e r m e a n s o f d i s i n f e c t i o n t o

c o n t r o l e n t e r i c v i r u s e s a s m o d e l l e d b y M S 2 . I n a d d i t i o n
,
t h e o b s e r v a t i o n t h a t b o t h t h e b a c t e r i a a n d

p r o t o z o a n s u r r o g a t e
"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t c a n b e a c h i e v e d i n a r e a s o n a b l e c o n t a c t t i m e ,

i n d i c a t i n g t h a t t h e
"

p r o t e c t i v e
"

l e v e l o f p e r f o r m a n c e i s a c h i e v a b l e f o r t w o o f t h e t h r e e c l a s s e s o f t e s t

m i c r o b e s
,
m a k e s i t p o s s ib l e f o r d i s i n f e c t i o n w it h c o p p e r a n d z i n c m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s t o

p o t e n t i a l l y m e e t t h e W . H . O .

"

i n t e r i m
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t . T h e s e r e s u l t s
,
t h o u g h n o t a s b r o a d ly

a p p l ic a b l e t o a l l t h r e e c l a s s e s o f p a t h o g e n s a s o r i g i n a l l y d e s i r e d , r e a s o n a b l y a l ig n w i t h t h e o r i g i n a l

e x p e r i m e n t a l o b j e c t i v e s . B e fo r e s u c h a n
"

i n t e r i m
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t c o u l d b e m e t
, e p i d e m i o l o g i c a l

f i e l d s t u d i e s w o u l d b e r e q u i r e d t o d e t e r m i n e i f t h e u s e o f t h e s e m e t a l n a n o p a r t i c l e a d d i t i v e s i n
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d r i n k i n g w a t e r p r o d u c e d a s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n i n d i a r r h o e a l d i s e a s e r i s k i n c o n s u m e r s o f t r e a t e d

w a t e r s , c o m p a r e d t o a c o n t r o l g r o u p . W it h s u p p o r t i n g h e a lt h d a t a , t h e f u t u r e u s e o f t h e s e

n a n o p a r t i c l e s a s o n e p a r t o f a n o v e r a ll t r e a t m e n t a n d m a n a g e m e n t s t r a t e g y m a y b e f e a s i b l e a s a n

a l t e r n a t i v e P O U H w a t e r t r e a t m e n t t e c h n o l o g y f o r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s .

F o r w a t e r s c o n t a i n i n g d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r , t h e l o w d o s e o f t h e c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e a d d i t iv e w o u l d h a v e r e q u i r e d a p p r o x i m a t e l y 1 4 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O .

"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t f o r E . c o l i d i s i n f e c t i o n a n d 6 8 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O .

"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t f o r B . c e r e u s d i s i n f e c t i o n . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d f o r

d i s i n f e c t i o n o f M S 2 c o l i p h a g e . T h e r e f o r e , d is i n f e c t i o n o f s u c h N OM - a m e n d e d w a t e r b y t h e 0 . 2 m g / L

m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e a l o n e w o u l d n o t a c h i e v e a d e q u a t e d i s i n f e c t i o n t o m e r i t t h e

p r o t e c t i v e l e v e l o f p e r f o r m a n c e i n a p r a c t i c a l p e r i o d o f t i m e .

T h e h ig h (2 m g / L ) d o s e o f t h e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e a d d i t i v e i n N OM - a m e n d e d w a t e r w o u l d

h a v e r e q u i r e d s e v e r a l m o n t h s t o r e a c h t h e W . H . O .

"

p r o t e c t iv e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t f o r B . c e r e u s

d i s i n f e c t i o n , 1 9 h o u r s f o r E . c o l i d i s i n f e c t i o n , a n d s e v e r a l m o n t h s f o r M S2 c o l i p h a g e d i s i n f e c t i o n .

T h u s , d i s i n f e c t i o n o f f . c o l i i n N O M - a m e n d e d w a t e r y i e l d e d r e s u l t s c o n s i s t e n t w i t h e f f e c t i v e u s e a s

a n o v e r n i g h t d i s i n f e c t a n t . H o w e v e r
, d i s i n f e c t i o n o f R c e r e u s a n d M S2 c o l i p h a g e , r e g a r d l e s s o f

m o d e l a p p l i c a b i li t y , w o u l d c e r t a i n l y t a k e f a r l o n g e r t h a n 1 8 h o u r s t o r e a c h t h e W . H . O .

"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e t a r g e t s o f a c c e p t a b l e e f f i c a c y .

T h e d i f f e r e n c e s in d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e o f c o p p e r a n d z i n c m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s b e t w e e n

w a t e r s w i t h a n d w i t h o u t N OM i n d i c a t e s p o t e n t i a l ly l i m i t s a p p l i c a b i l i t y o f t h i s t e c h n o l o g y f o r P O U H

w a t e r t r e a t m e n t i n s e t t i n g s w i t h w a t e r s c o n t a i n in g N OM . T h i s i m p l i e s t h a t t h e m e t a l a d d i t iv e u s e d

h e r e m a y r e q u i r e u s e i n c o m b i n a t i o n w it h o t h e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s s u c h a s p h y s i c a l fi l t r a t i o n
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m e t h o d s
,
o r m a y r e q u i r e c o l l e c t e d w a t e r s t o b e g i v e n t i m e t o s e t t l e o u t p a r t i c u l a t e m a t t e r a n d b e

d e c a n t e d i n t o s e p a r a t e v e s s e l s p r i o r t o a d d i t i o n o f t h e m e t a l n a n o p a r t i c l e a d d i t iv e f o r d i s i n f e c t i o n .

O t h e r F a c t o r s I n fl u e n c i n g D i s i n f e c t i o n E f f i c a c y

Ch e m i c a l Re a c t iv i ty of D e l i v e r e d N a n o p a r t i c l e Co p p e r a n d Z i n c

Fo r r e a s o n s d e s c r i b e d p r e v i o u s ly a b o v e ,
a p a r t i c u l a r l y s t a b l e f o r m o f u n c h a r g e d c o p p e r a n d z i n c

n a n o p a r t i c l e s w a s u s e d
,
s p e c i f i c a l l y t h e o x i d e f o r m . O t h e r f o r m s o f t h e m e t a l n a n o p a r t i c l e s w i t h

s i m i la r s t a b i l i t y a s s t o r e d c o m p o u n d s , b u t m o r e r e a c t i v e i n t h e e n v i r o n m e n t o f a c t u a l u s e , m a y h a v e

r e s u l t e d i n d i f f e r e n t d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y t h a n o b s e r v e d w i t h t h o s e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s

t e s t e d .

F o r e x a m p l e , u n c h a r g e d n a n o p a r t i c l e s o f c o p p e r o r z i n c s t a b i l i s e d w i t h s o m e f o r m o f s a c c h a r i d e o r

a m i n o a c i d m a y b e f e a s i b l e f o r u s e i n t h e c o n t e x t o f c o n s u m a b l e d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t a n t s

( B a d i r e d d y 2 0 1 1 , So b s e y 20 1 1 ) . Fu r t h e r m o r e
,
u n c h a r g e d n a n o p a r t i c l e s o f c o p p e r o r z i n c s t a b i l i s e d

w i t h n a n o - s c a l e c a r b o n s t r u c t u r e s ( e .g .

, b u c k m i n s t e r f u Ue r e n e s , o r
"

b u c k y b a l l s
"

) o r p e r h a p s n o t

s t a b i l i s e d a t a l l , t h o u g h n o t p r a c t i c a l f o r c o n s u m a b l e P O U H w a t e r t r e a t m e n t , m a y fi n d a p p l i c a t i o n i n

o t h e r c o n t e x t s , s u c h a s h i g h - d o s e r e a c t iv e a d d i t i v e s i n fi x e d fi l t r a t i o n s y s t e m s
,
o r t r e a t m e n t

a l t e r n a t i v e s f o r w a s t e w a t e r , r e c y c l e d g r e y w a t e r
, o r a g r i c u l t u r a l w a t e r s t h a t a r e n o t i n t e n d e d f o r

fi n a l h u m a n c o n s u m p t i o n .

C o p p e r a n d Z i n c Co n c e n t r a t i o n s in T e s t Wa t e r a n d P o t e n t i a l Ch a n g e s O v e r T i m e

A s m e n t i o n e d a b o v e , t h e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d c o p p e r a n d z i n c d i f f e r e d f r o m t h e

a d d e d d o s e e q u i v a l e n t s t o v a r y i n g d e g r e e s . T h e p e r c e n t o f t h e a d d e d d o s e e q u iv a l e n t t h a t w a s

m e a s u r a b l e a s f r e e m e t a l i s p r e s e n t e d b e l o w .
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I C P - M S Sa m p le % [D I SSC u ] , 0
M i n u t e s

% [D I SSC u ] , 3 6 0
M i n u t e s

% [D I SSZ n ] , 0

M i n u t e s

% [ D ISS Z n ] , 3 6 0

M i n u t e s

0 . 2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s 5 4 4 9 2 8 4 . 0 6 8 . 5

2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

4 1 . 8 6 8 . 0 9 6 . 0

4 3 . 7

0 . 2 m g / L w i t h o u t

O r g a n i s m s

9 2 5 5 8 0 4 8 . 9

6 4 0

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n i s m s

6 9 . 0 5 5 . 0 5 8 . 0

6 3 . 1

T a b l e 2 1 : I C P - M S T r i a l - A v e r a g e d P e r c e n t a g e s o f A d d e d D o s e E q u i v a l e n t Co n v e r s i o n t o D is s o lv e d

M e t a l — D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N OM - N e g a t i v e

B u f f e r e d W a t e r

IC P - M S Sa m p l e % [ D ISS c u ] , 0
M i n u t e s

% [D I SS c u ] , 3 6 0
M in u t e s

% [D I SSz n ] , 0
M i n u t e s

% [D I SS z n l , 3 6 0

M i n u t e s

0 . 2 m g / L w it h

O r g a n i s m s 6 0 5 6 8 . 5 1 4 3 1 6 4 . 5

2 m g / L w i t h

O r g a n i s m s

2 2 2 5 5 8 . 5 5 8

2 0 . 5 5

0 . 2 m g / L w it h o u t

O r g a n i s m s

2 3 . 8 5 1 6 5 1 5 1

6 0 . 5

2 m g / L w i t h o u t

O r g a n i s m s

2 2 5 5 9 . 5 7 5 . 5

2 2 2 5

T a b l e 2 2 : I C P - M S T r i a l - A v e r a g e d P e r c e n t a g e s o f A d d e d D o s e E q u i v a l e n t Co n v e r s i o n t o D i s s o l v e d

M e t a l — D a t a Co l l e c t e d a t 0 M i n u t e s a n d 3 6 0 M i n u t e s o f D i s i n f e c t a n t Co n t a c t T i m e i n N O M -

A m e n d e d B u f f e r e d W a t e r

N o s i g n i fi c a n t c h a n g e s i n f r e e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s w e r e f o u n d b e t w e e n m e a s u r e m e n t s t a k e n

i n i t i a l l y , a t t i m e t = 0 m i n u t e s , a n d fi n a l l y , a t t i m e t = 3 6 0 m i n u t e s f o r w a t e r s w i t h a n d w i t h o u t

d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r a d d e d i n o r g a n is m -

p o s i t i v e s a m p l e s M e a s u r e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n

b o t h N O M - a m e n d e d a n d N O M - n e g a t i v e w a t e r s a t t h e 0 . 2 m g / L d o s e w e r e a p p r o x i m a t e l y in t h e

r a n g e o f 0 . 1 t o 0 . 1 5 m g / L , a n d a t t h e 2 m g / L d o s e t h e y w e r e a p p r o x i m a t e l y i n t h e r a n g e o f 0 . 8 t o 1 . 5

m g / L i n s a m p l e s t a k e n a t b o t h 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s . L e v e l s o f f r e e z in c w e r e o b s e r v e d t o c h a n g e

b e t w e e n t h e s t a r t a n d t h e c o n c l u s i o n o f t h e e x p e r i m e n t ; b u t o b s e r v e d c h a n g e s w e r e i n c o n s i s t e n t .
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T h e 0 . 2 m g / L d o s e o f z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n N O M - a m e n d e d w a t e r a s w e l l a s t h e 2 m g / L d o s e

o f z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n N OM - n e g a t i v e w a t e r e x h i b i t e d m e a s u r a b l e i n c r e a s e s i n

c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d z i n c b e t w e e n s a m p l e s t a k e n a t 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e . F o r

t h e 0 . 2 m g / L d o s e o f z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n N OM - a m e n d e d w a t e r , t h e a p p r o x i m a t e m e a s u r e d

c o n c e n t r a t i o n o f d i s s o l v e d z i n c a t t = 0 m i n u t e s w a s 0 . 2 8 6 m g / L , a n d a t t = 3 6 0 m i n u t e s w a s 0 . 3 2 9

m g / L . T h i s m e a s u r a b l e i n c r e a s e h a s a 9 5 % CI b e t w e e n 1 1 . 4 a n d 7 3 . 3 p a r t s p e r b i l l i o n , o r b e t w e e n

0 . 0 1 1 4 a n d 0 . 0 7 3 3 m g / L . F o r t h e 2 m g / L d o s e o f z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s i n N OM - n e g a t i v e w a t e r ,

t h e a p p r o x i m a t e m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n o f d i s s o l v e d z i n c a t t = 0 m i n u t e s w a s 1 . 3 6 m g / L , a n d a t t

= 3 6 0 m i n u t e s w a s 1 . 9 2 m g / L . T h i s m e a s u r a b l e i n c r e a s e h a s a 9 5 % CI b e t w e e n 3 8 1 a n d 7 2 5 p a r t s

p e r b i l l i o n , o r b e t w e e n 0 . 3 8 1 a n d 0 . 7 2 5 m g / L .

T h e r e f o r e , p o s s ib l e d i f f e r e n c e s i n a v a i l a b l e d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n o v e r t i m e a s a f a c t o r in

v a r i a t i o n s i n d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s o f t h e t e s t o r g a n i s m s w e r e n o t r e l e v a n t t o c o p p e r , b u t m a y h a v e

b e e n r e l e v a n t t o z i n c .
D u e t o t i m e c o n s t r a i n t s a n d o t h e r l i m i t a t i o n s o f t h i s s t u d y ,

f u r t h e r s a m p l i n g

a n d c h a r a c t e r i s a t i o n o f d i s s o l v e d m e t a l c o n c e n t r a t i o n s a t c o n t a c t t i m e s o t h e r t h a n 0 a n d 3 6 0

m i n u t e s w e r e n o t p e r f o r m e d
,
im p a c t i n g t h e a b i l i t y t o d r a w f i r m c o n c l u s i o n s a b o u t t h e e f f e c t s o f

d i s s o l v e d m e t a l c o n c e n t r a t i o n o r c h a n g e s i n t h e i r c o n c e n t r a t i o n s o n t h e t e s t o r g a n i s m s i n s i t u . F o r

f u t u r e r e s e a r c h , i f p o s s i b l e
, s u c h s a m p l i n g a n d c h a r a c t e r i s a t i o n w o u l d b e d e s i r a b l e .

P hy s ic a l S t a t e of T e s t M i c r o b e s a n d D is i n f e c t a n t

T h e e f f e c t s o f d i s i n f e c t i o n o n t e s t m i c r o b e s m a y b e i n f l u e n c e d b y t h e i r p h y s i c a l s t a t e .

"

L o n e
"

o r

d i s p e r s e d m i c r o b e s ( i . e . i s o l a t e d b a c t e r i a l c e l l s / s p o r e s o r i s o l a t e d v i r i o n s ) p r e s e n t d i f f e r e n t , a n d

p o s s i b l y m o r e a c c e s s ib l e , t a r g e t s f o r c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t s t h a n
"

g r o u p e d
"

o r a g g r e g a t e d m i c r o b e s

d o . T h e p h y s i c a l s t a t e o f t h e t e s t m i c r o b e s c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d b y o u r e x p e r i m e n t a l m e t h o d s ,

n o r w a s i t p o s s i b l e t o o b s e r v e o r a c c o u n t f o r t h e i r p o t e n t i a l p h y s i c a l a s s o c i a t i o n w i t h d i s s o l v e d
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o r g a n i c m a t t e r i n t h e t e s t w a t e r ,
w h e r e a p p l i c a b l e . H o w e v e r , t h e f i t o f t h e d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s d a t a

t o t h e H o rn m o d e l a n d t h e O n e - H i t T w o p o p u l a t i o n m o d e l c a n p o s s i b l y b e e x p l a i n e d i n t e r m s o f

a g g r e g a t i o n . A n y
"

s h o u l d e r i n g
"

,
o r l a g i n d i s i n f e c t i o n i n t h e H o m m o d e l c o u l d b e a r e fl e c t i o n o f

i n i t i a l p r e s e n c e o f a g g r e g a t e s t h a t s u b s e q u e n t l y d i s p e r s e i n t o t h e s o l u t i o n . A n y
"

t a i l i n g
"

o r t a p e r i n g

o f d i s i n f e c t i o n i n t h e H o m m o d e l c o u l d b e a r e fl e c t i o n o f t h e f o r m a t i o n o r p e r s i s t e n c e o f a g g r e g a t e s

a f t e r a c e r t a i n a m o u n t o f t i m e c o n s i s t e n t w i t h t h e i r i n i t i a l p r e s e n c e a t l o w c o n c e n t r a t i o n s .

F o r t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l
,
t h e p r e s e n c e o f a n

"

u n a f f e c t e d
"

p o p u l a t i o n t h r o u g h o u t t h e

d u r a t i o n o f t h e e x p e r i m e n t c o u l d b e a r e f l e c t i o n o f a s u s t a i n e d p o p u l a t i o n o f m i c r o b i a l a g g r e g a t e s

t h a t n e i t h e r i n c r e a s e d n o r d e c r e a s e d a s t h e e x p e r i m e n t w e n t o n . T h e s a m e a l s o a p p l i e s t o t h e

d i s i n f e c t a n t ; p r e l i m i n a r y l a b o r a t o r y e x p e r i m e n t a t i o n i n d i c a t e d t h a t t h e n a n o p a r t i c l e a d d i t i v e s u s e d

h e r e r e m a i n e d d i s a g g r e g a t e d f o r a t l e a s t 3 6 0 m i n u t e s i n t e s t w a t e r s [ B a d i r e d d y , 2 0 1 1 ) . T h e N O M -

n e g a t i v e t e s t w a t e r u s e d w i t h H E PES b u f f e r w a s w i t h o u t o t h e r o r g a n i c m a t t e r , a n d b u f f e r e d t o a

t y p i c a l n a t u r a l w a t e r p H l e v e l . T h e w a t e r w a s a l s o m i c r o b e - f r e e , e x c e p t f o r a d d e d t e s t m i c r o b e s .

T h e e x t e n t t o w h i c h t h e p r e s e n c e o f m i c r o b e s s o m e h o w i n d u c e d p h y s i c a l a s s o c i a t io n b e t w e e n t h e

n a n o p a r t i c l e s a n d o t h e r m i c r o b e s , o r t h e e x t e n t t o w h i c h t h e p r e s e n c e o f d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r

i n d u c e d s o m e ph y s i c a l a s s o c i a t i o n b e t w e e n n a n o p a r t i c l e s t h e m s e l v e s , w e r e n o t s p e c i f i c a l l y

i n v e s t ig a t e d i n t h i s s t u d y , a n d c o u l d h a v e i n f l u e n c e d v a r i a t i o n i n t h e m i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s

a c t i v i t y o b s e r v e d h e r e .

P hy s i o l o g i c a l s t a t e o/ E . c o l i a n d B . c e r e u s s p o r e s

T h e E . c o l i c e l l s u s e d h e r e w e r e i n l o g - p h a s e , m e a n i n g t h a t t h e y w e r e g r o w i n g a t t h e i r m a x i m u m

r a t e a n d r a p i d l y a p p r o a c h i n g t h e m a x i m u m c u l t u r a b l e d e n s i t y p e r u n i t v o l u m e p o s s i b l e i n t h e g i v e n

g r o w t h m e d i u m a t t h e t i m e o f u s e . L o g
-

p h a s e E . c o l i c e l l s , e s p e c i a l ly w h e n g r o w n i n h i g h - d e n s i t y

e n v i r o n m e n t s
,
a s t h e y w e r e h e r e ,

c a n e x h i b i t m a r k e d l y d i f f e r e n t p h y s i c a l a n d p h y s i o l o g i c a l
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p r o p e r t i e s t h a n c e l l s s a m p l e d e a r l i e r i n t h e g r o w t h c u r v e , o r t h a n i n s t a t i o n a r y
-

p h a s e E . c o l i

(So b s e y , 2 0 1 0 ) P o t e n t i a l p r e s e n c e o f c h a i n s o f a t t a c h e d c e l l s w i t h f u s e d c e l l w a l l s , g i v i n g m u l t i p l e s

o f c e l l s p h y s i c a l l y b o u n d t o g e t h e r i n f r e e s o l u t i o n a s c a n o c c u r i n l o g - p h a s e c u lt u r e s , m a y h a v e

b e h a v e d , i n e f f e c t , s i m i l a r t o a g g r e g a t e s o f m i c r o b e s . U n l i k e s i m p l e a g g r e g a t i o n o f m i c r o b e s
,
s u c h

c h a i n s o f c e l l s w i t h f u s e d c e l l w a l l s w o u l d n o t h a v e s u b s e q u e n t l y d i s s o c i a t e d i n s i g n i f i c a n t n u m b e r s

i n s t i l l , u n - a g i t a t e d w a t e r s , u n l e s s c e l l d i v i s i o n a n d s e p a r a t i o n p r o c e s s e s c o n t i n u e d t o o c c u r i n t e s t

w a t e r s .

B . c e r e u s s p o r e s e x h i b i t m e a s u r a b l e h y d r o p h o b i c p r o p e r t i e s t h a t c o u l d t e n d t o p r o m o t e a g g r e g a t i o n

i n a q u e o u s s o l u t i o n s (H u s m a r k e t a l
,
1 9 9 2 ; R o n n e r e t a l , 1 9 9 0 , H o r n s t r a e t a l , 2 0 0 7 ; T a u v e r o n e t a l ,

2 0 0 6 ) . T h e s t o c k s p o r e s o l u t i o n w a s o n e o f v e r y h i g h d e n s i t y a n d s p o r e a g g r e g a t e s w e r e t h e r e f o r e

l i k e l y t o f o r m ; m u t u a l h y d r o p h o b i c p r e f e r e n c e s m a y h a v e p r e s e r v e d s u c h s p o r e a g g r e g a t e s w h e n

t h e y w e r e p l a c e d i n t h e t e s t w a t e r s u s e d h e r e (So b s e y ,
2 0 1 1 ) . T h e p o t e n t i a l p r e s e n c e o f b o t h t h e s e

s e m i - p e r m a n e n t a g g r e g a t e s (f u s e d c h a i n s o f m u l t i p l e E . c o / / l o g - p h a s e c e l l s a n d h y d r o p h o b i c a l ly
-

a s s o c ia t e d B . c e r e u s s p o r e c l u s t e r s ) m a y e x p l a i n t h e fi t o f t h e O n e - H i t T w o - P o p u l a t i o n m o d e l t o

s o m e d i s i n f e c t i o n k in e t i c s d a t a .
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X I I . C o n c l u s i o n s

T h e f i n d i n g s p r e s e n t e d h e r e i n d i c a t e t h a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , i n c o n c e n t r a t i o n s

w it h i n t h e Hm it s f o r c o n s u m a b l e c o p p e r a n d z i n c a s d e s i g n a t e d b y t h e U . S. F D A a n d t h e Wo r l d

H e a lt h O r g a n i s a t i o n , h a v e t h e p o t e n t i a l t o s e r v e a s
"

i n t e r i m
"

p o i n t
- o f - u s e h o u s e h o l d w a t e r

t r e a t m e n t s , u n d e r t h e d e f i n i t i o n o f t h e W . H . O .

'

s
"

p r o t e c t i v e
"

p e r f o r m a n c e b e n c h m a r k s , i f

c o m p l e m e n t e d w i t h e p i d e m i o l o g i c a l d a t a o f h u m a n h e a l t h i m p a c t F o r t h e t h r e e c l a s s e s o f

m i c r o o r g a n i s m s , b a c t e r i a ( £
"

. c o l i ) , p r o t o z o a n p a r a s i t e ( o o ) c y s t s u r r o g a t e s [R c e r e u s s p o r e s ) ,
a n d

e n t e r i c v ir u s e s (M S2 c o l i p h a g e ) , f o r w h i c h t h e r e a r e s p e c i f i c p e r f o r m a n c e t a r g e t s f o r s u c h w a t e r

t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s , t h e m e t a l a d d i t i v e s s t u d i e d h e r e m e e t t h e s p e c i f i e d l o g i o r e d u c t i o n

p e r f o r m a n c e t a r g e t s f o r t w o o u t o f t h e t h r e e c a t e g o r i e s ,
t h e b a c t e r i a

,
a n d t h e p r o t o z o a n p a r a s i t e

s u r r o g a t e , i n a l e n g t h o f t i m e a p p r o p r i a t e f o r s a m e - d a y o r o v e r n ig h t u s a g e , i n w a t e r s w it h o u t

a p p r e c i a b l e a m o u n t s o f d i s s o l v e d n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r .

I n N O M - n e g a t i v e w a t e r s , t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L d o s e s o f t h e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s a c h i e v e d 0 . 7 9

a n d 1 . 6 9 l o g i o r e d u c t i o n s , r e s p e c t i v e l y , o f S . c e r e u s s p o r e s a n d 0 . 8 a n d 1 . 8 7 l o g i o r e d u c t i o n s

r e s p e c t i v e l y ,
o f E . c o l i a f t e r 6 h o u r s . B a s e d o n t h e s e o b s e r v e d r e s u l t s a n d b y e x t r a p o l a t i o n w i t h

a p p r o p r i a t e d i s i n f e c t i o n k i n e t i c m o d e l s , t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L d o s e s o f t h e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s

u s e d h e r e w o u l d h a v e a c h i e v e d t h e WH O p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e l e v e l o f 2 l o g i o r e d u c t i o n o f R

c e r e u s s p o r e s a t a p p r o x i m a t e l y 1 1 a n d 7 h o u r s r e s p e c t i v e l y . A l s o b y e x t r a p o l a t i o n f r o m o b s e r v e d

l o g i o r e d u c t i o n s f o r E . c o l i l o g
-

p h a s e c e ll s a t t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L d o s e s ,
t h e WH O p r o t e c t iv e l e v e l o f

p e r f o r m a n c e o f 2 l o g i o r e d u c t i o n w o u l d b e a c h i e v e d i n a b o u t 8 a n d 7 h o u r s , r e s p e c t i v e l y .

H o w e v e r
,
i n N O M - a m e n d e d w a t e r s , t h e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e a d d i t i v e d i d n o t y i e l d s u f fi c i e n t l y

e x t e n s i v e a n d r a p i d d i s i n f e c t i o n o f B . c e r e u s s p o r e s a n d E . c o l i l o g - p h a s e c e l l s a t t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L

d o s e t o a c h i e v e t h e WH O r e c o m m e n d e d 2 l o g i o r e d u c t i o n . F o r B . c e r e u s s p o r e s , 0 . 5 4 a n d 0 . 4 9 l o g i o
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r e d u c t i o n s w e r e a c h i e v e d a ft e r 6 h o u r s b y c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e s o f 0 . 2 a n d 2

m g / 1, r e s p e c t i v e l y . B a s e d o n e x t r a p o l a t i o n f r o m t h e s e d a t a u s i n g a n a p p r o p r i a t e k i n e t i c m o d e l , t h e

W H O p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e l e v e l o f 2 l o g i o r e d u c t i o n s o f R c e r e u s s p o r e s w o u l d b e a c h i e v e d a ft e r

a p p r o x i m a t e l y 6 8 a n d 3 . 5 2 * 1 0 2 6 h o u r s , f o r t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L d o s e s , r e s p e c t i v e l y . F o r E . c o l i l o g
-

p h a s e c e ll s
,
0 . 9 8 a n d 1 . 0 5 l o g i o r e d u c t i o n s w e r e a c h i e v e d a ft e r 6 h o u r s a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e d o s e s o f 0 . 2 a n d 2 m g / L ,
r e s p e c t i v e l y . B a s e d o n e x t r a p o l a t i o n f r o m t h e s e d a t a u s i n g a n

a p p r o p r i a t e k i n e t i c m o d e l , t h e W H O p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e l e v e l o f 2 l o g i o r e d u c t i o n o f f . c o l i

w o u l d b e a c h i e v e d a ft e r a p p r o x i m a t e l y 1 4 a n d 19 h o u r s f o r t h e 0 . 2 a n d 2 m g / L d o s e s , r e s p e c t i v e l y .

F o r c o l i p h a g e M S2 i n b o t h N OM - n e g a t i v e a n d N OM - a m e n d e d w a t e r s , t h e 0 . 2 m g / L d o s e d i d n o t

y i e l d s i g n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n a t a l l . A t t h e 2 m g / L d o s e t h e r e w a s a 0 . 7 8 l o g i o r e d u c t i o n a ft e r 6

h o u r s i n N O M - n e g a t i v e w a t e r s a n d a 0 . 5 3 l o g i o r e d u c t i o n s a ft e r 6 h o u r s i n N O M - a m e n d e d w a t e r s .

D i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e d i d n o t m e e t t h e W .
H O . 3 l o g i o r e d u c t i o n p e r f o r m a n c e t a r g e t i n a t i m e

f r a m e c o n s i s t e n t w i t h o v e r n i g h t u s e f o r a l l c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e s a n d b o t h

w a t e r q u a l i t i e s t e s t e d A t t h e 2 m g / L d o s e
,
r e a c h i n g t h e W H O p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e l e v e l o f 3

l o g i o r e d u c t i o n s w o u l d r e q u i r e a p p r o x i m a t e l y 7 7 h o u r s i n N OM - n e g a t i v e w a t e r a n d a p p r o x i m a t e ly

4 3 8 , 0 0 0 h o u r s i n N O M - a m e n d e d w a t e r .

A d o s e - r e s p o n s e e f f e c t f o r t h e m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e a d d i t i v e w a s f o u n d f o r d i s i n f e c t i o n o f B .

c e r e u s s p o r e s a n d E . c o l i l o g
-

p h a s e c e l l s i n N O M - n e g a t i v e w a t e r s ( a t t h e a l p h a l e v e l o f 0 . 0 5 ) , w h e r e a

h i g h e r d o s e c o r r e s p o n d e d w i t h a h i g h e r d e g r e e o f d i s i n f e c t i o n . B y d e f a u l t , a d o s e - r e s p o n s e

r e l a t i o n s h i p w a s a l s o f o u n d f o r d i s i n f e c t i o n o f M S 2 c o l i p h a g e in N O M - n e g a t i v e w a t e r s , s i n c e t h e 0 . 2

m g / L d o s e y ie l d e d n o s i g n i fi c a n t d i s i n f e c t i o n , w h e r e a s t h e 2 m g / L d o s e d i d . I n c o n t r a s t , n o d o s e -

r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p ( a t t h e a l p h a l e v e l o f 0 . 0 5 ] w a s f o u n d f o r N OM - a m e n d e d w a t e r s f o r

d i s i n f e c t i o n o f R c e r e u s s p o r e s o r E . c o l i l o g
-

p h a s e c e l l s . F o r M S 2 c o l i p h a g e v i r i o n s i n N OM -
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a m e n d e d w a t e r , a d o s e -
r e s p o n s e e f f e c t w a s o b s e r v e d b y d e f a u l t , s i n c e ( s i m i l a r l y t o t h e c a s e o f

d i s i n f e c t i o n o f M S2 c o l i p h a g e i n N O M - n e g a t i v e w a t e r ) t h e 0 2 m g / L d o s e y i e l d e d n o s ig n i f i c a n t

d i s i n f e c t i o n
,
w h e r e a s t h e 2 m g / L d o s e d i d .

T h e r e s e a r c h p r e s e n t e d h e r e i n d i c a t e s t h a t f o r l o w - t u r b i d i t y w a t e r s a l s o l o w i n n a t u r a l o r g a n i c

m a t t e r , i n c lu d i n g w a t e r a l l o w e d t o s i t f o r e n o u g h t i m e t o a l l o w p a r t i c u l a t e s t o s e t t l e a n d t h e n b e

f u r t h e r d e c a n t e d
,
t r e a t m e n t a t t h e p o i n t - o f - u s e b y c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s a t t h e d o s e s

s t u d i e d h e r e c a n f u l f i l t h e W . H . O . p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e t a r g e t s . B y d is i n f e c t i n g b a c t e r i a a n d

p r o t o z o a n p a r a s it e (o o } c y s t s u r r o g a t e s t o a s u f f i c i e n t d e g r e e (2 l o g i o r e d u c t i o n s ] w i t h i n a n a m o u n t

o f t i m e c o n s i s t e n t w i t h s a m e - d a y o r o v e r n i g h t u s e i n N OM - n e g a t i v e w a t e r s , b o t h t h e 0 . 2 a n d 2

m g / L m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e s w o u l d h a v e m e t t h e W . H . O . p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e t a r g e t s i n

a n a m o u n t o f t i m e c o n s i s t e n t w i t h s a m e - d a y o r o v e r n i g h t u s e . A l s o
,
i f u s e d i n c o m b i n a t i o n w it h

o t h e r t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s t o f u r t h e r i n c r e a s e e n t e r i c v i r u s r e d u c t i o n
,
t h e h i g h e r c o p p e r a n d z i n c

m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e d o s e o f 2 m g / L m a y b e a p o t e n t ia l ly e f f e c t iv e a n d f e a s i b l e t r e a t m e n t t o

m e e t t h e W H O p r o t e c t i v e p e r f o r m a n c e t a r g e t o f 3 l o g i o r e d u c t i o n s f o r e n t e r i c v i r u s s u r r o g a t e s i n

N O M - n e g a t i v e w a t e r s ,
i f s u c h i m p r o v e d p e r f o r m a n c e c a n b e e x p e r i m e n t a l ly c o n fi r m e d b y f u t u r e

r e s e a r c h .

Ov e r a ll , t h e f i n d i n g s o f t h i s s t u d y , a l t h o u g h n o t a s b r o a d - b a s e d a s i n i t i a l l y h o p e d f o r , a d e q u a t e l y

s u p p o r t t h e i n i t i a l e x p e r i m e n t a l h y p o t h e s is t h a t c o p p e r a n d z i n c o x i d e n a n o p a r t i c l e s , i n d o s e s

w i t h i n a ll o w a b l e c o n c e n t r a t i o n l i m i t s f o r c o p p e r a n d z i n c i o n s i n d r i n k i n g w a t e r , c o u l d b e u s e d a s

a n a l t e r n a t i v e p o i n t
- o f - u s e h o u s e h o l d d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t t o i m p r o v e t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f

t h e w a t e r . H o w e v e r
,
m o r e r e s e a r c h a n d s t u d y m u s t b e p e r f o r m e d p r i o r t o r e c o m m e n d a t i o n s f o r

w i d e s p r e a d i m p l e m e n t a t i o n a n d u s e .

9 0

NEATPAGEINFO:id=79BE3B67-425E-4D95-BC62-475B4041A9B4



X I I I . R e f e r e n c e s

A b a d , F . X . . P i n t o ,
R . M .

,
D i e z

, J. M .

,
& B o s c h , A . ( 1 9 9 4 ) . D i s i n f e c t i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n w a t e r b y

c o p p e r a n d s i l v e r i n c o m b i n a t i o n w i t h l o w l e v e l s o f c h l o r i n e . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy ,

6 0 ( 7 ) , 2 3 7 7 - 2 3 8 3

A r m s t r o n g , A .

"

Ch a r a c t e r i s a t i o n o f i o n i c c o p p e r f o r d i s i n f e c t i o n o f s t o r e d w a t e r
"

. M a s t e r
'

s T e c h n i c a l

R e p o r t . T h e U n iv e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i ll , G i l l i n g s Sc h o o l o f Gl o b a l P u b l i c H e a l t h , D e p a r t m e n t

o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g (M a y , 2 0 1 0 )

A r u o j a , V . , D u b o u r g u i e r ,
H . C ,

K a s e m e t s , K . , & K a h r u
,
A . ( 2 0 0 9 ) . T o x i c i t y o f n a n o p a r t i c l e s o f Cu O , Z n O a n d

T i 0 2 t o m i c r o a l g a e P s e u d o k i r c h n e r i e l l a s u b c a p i t a t a . Sc i e n c e o f t h e T o t a l E n v i r o n m e n t , 4 0 7 ( 4 ) ,
1 4 6 1 - 1 4 6 8 .

A t i y e h , B . S . , C o s t a g l i o l a , M . , H a y e k , S. N . , & D i b o , S. A . ( 2 0 0 7 ) . E f f e c t o f s i l v e r o n b u r n w o u n d i n f e c t i o n

c o n t r o l a n d h e a l i n g : r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e . B u r n s , 3 3 (2 ) ,
1 3 9 - 1 4 8 .

B a d i r e d d y , A . R . P o s t - D o c t o r a l F e l l o w D u k e U n i v e r s i t y , P r a t t S c h o o l o f E n g i n e e r i n g ,
D e p a r t m e n t o f C i v i l

a n d E n v i r o n m e n t a l E n g i n e e r i n g . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n . (Ju ly , 2 0 1 1 )

B l a c k , J. M i c r o b i o l o g y : P r i n c i p l e s a n d E x p l o r a t i o n s . W il e y , 8 * E d i t i o n (Ja n u a r y , 2 0 1 2 , 9 6 8 p a g e s ) .

B l a n c , D . S. , C a r r a r a , P . , Za n e t t i , G . , & F r a n c i o l i , P . ( 2 0 0 5 ) . W a t e r d i s i n f e c t i o n w i t h o z o n e , c o p p e r a n d s i l v e r

i o n s
,
a n d t e m p e r a t u r e i n c r e a s e t o c o n t r o l L e g i o n e l l a s e v e n y e a r s o f e x p e r i e n c e i n a u n i v e r s i t y t e a c h i n g

h o s p i t a l . / o u r n a / o f H o s p i t a l I n f e c t i o n , 6 0 ( 1 ) , 6 9 - 7 2 .

B o d n a r , W . M . R e s e a r c h A s s i s t a n t P r o f e s s o r . T h e U n i v e r s i t y o f N o r t h Ca r o l in a a t Ch a p e l H i l l , Gi l l i n g s Sc h o o l

o f G l o b a l P u b l i c H e a l t h
,
D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d E n g i n e e r . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n

(Ju l y , 2 0 1 1 )

B o x
, G . E . P . S t a t i s t i c s f o r E x p e r i m e n t e r s : A n I n t r o d u c t i o n t o D e s ig n ,

D a t a A n a ly s is , a n d M o d e l B u i l d i n g W i l e y ,

1 ^ ' E d it i o n (Ju n e , 1 9 7 8 , 6 5 3 p a g e s )

B r a y n e r
,
R .

,
F e r r a r i - I l i o u , R . , B r i v o i s , N . , D j e d i a t ,

S.

,
B e n e d e t t i , M . F . , & F i e v e t , F . ( 2 0 0 6 ) . T o x i c o l o g i c a l

i m p a c t s t u d i e s b a s e d o n E s c h e r i c h i a c o l i b a c t e r i a i n u l t r a fl n e Z n O n a n o p a r t i c l e s c o l l o i d a l m e d i u m . N a n o

L e t t e r s , 6 (4 ) , 8 6 6 - 8 7 0 .
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B r u n e i ,
L .

,
L y o n , D . Y . , H o t z e , E . M . , A lv a r e z

, P . J.

, & W i e s n e r
,
M . R . ( 2 0 0 9 ) . C o m p a r a t i v e p h o t o - a c t i v i t y a n d

a n t i b a c t e r i a l p r o p e r t i e s o f C6 0 f u Ue r e n e s a n d t i t a n i u m d i o x i d e n a n o p a r t i c l e s . E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e &

T e c h n o l o g y , 4 5 ( 12 ) ,
4 3 5 5 - 4 3 6 0 .

Ca c h a f e i r o , S . P . , N a v e i r a ,
I . M .

,
& G a r c i a , I . G . ( 2 0 0 7 ) . I s c o p p e r - s i l v e r i o n i s a t i o n s a f e a n d e f f e c t i v e i n

c o n t r o l l i n g l e g i o n e l l a ? / o u r n a / of H o s p i t a l I n f e c t i o n , 6 7 (3 ) , 2 0 9 - 2 1 6 .

C e r v a n t e s , C , & G u t i e r r e z - C o r o n a , F . ( 1 9 9 4 ) . C o p p e r r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s i n b a c t e r i a a n d f u n g i F E M S

M i c r o b i o l o g y R e v i e w s , 1 4 (2 ) ,
1 2 1 - 1 3 7 .

C l a s e n ,
T .

,
C a i r n c r o s s , S. , H a l l e r , L . , B a r t r a m , ] . , & W a l k e r , D . (2 0 0 7 ) . C o s t - e f f e c t iv e n e s s o f w a t e r q u a l i t y

i n t e r v e n t i o n s f o r p r e v e n t i n g d i a r r h o e a l d i s e a s e i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s / o u r n a / of Wa t e r a n d H e a l t h , 5 (4 ) ,

5 9 9 - 6 0 8 .

C l e s c e r l , L . S. e t a l . S t a n d a r d M e t h o d s f o r E x a m i n a t i o n of Wa t e r a n d Wa s t e v ^̂ a t e r A m e r i c a n P u b l i c H e a l t h

A s s o c ia t i o n , 2 0 * E d it i o n (Ja n u a r y 1 9 9 9 , 1 3 2 5 p a g e s )

Co r o n e l l
,
0 . A s s o c i a t e P r o f e s s o r , T h e U n i v e r s i t y o f N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i l l , Gi l l i n g s Sc h o o l o f Gl o b a l

P u b l i c H e a l t h , D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r in g . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n (A p r i l ,

2 0 1 2 )

D o m e k , M . J. , L e Ch e v a l l i e r , M . W . , C a m e r o n , S. C , & M c F e t e r s , G . A . (1 9 8 4 ) . E v i d e n c e f o r t h e r o l e o f c o p p e r

i n t h e i n j u r y p r o c e s s o f c o l i f o r m b a c t e r i a i n d r i n k i n g w a t e r . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ,
4 8 (2 ) ,

2 8 9 - 2 9 3 .

D o n g r e , A . P r o f e s s o r Em e r i t u s , M a h a t m a Ga n d h i I n s t i t u t e o f M e d i c a l S c i e n c e s
,
D e p a r t m e n t o f Co m m u n i t y

M e d i c i n e (A a n j i F i e l d C l i n i c Si t e ) S ew a g r a m , M a h a r a s h t r a
,
I n d i a . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n (Ju n e , 2 0 10 )

D w i d j o s i s w o j o ,
Z .

, R i c h a r d , J. , M o r i t z , M . M . , D o p p , E . , F l e m m i n g , H . C , & W i n g e n d e r , ). (2 0 1 1 ) . I n f l u e n c e o f

c o p p e r i o n s o n t h e v i a b i l i t y a n d c y t o t o x i c i t y o f P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a u n d e r c o n d i t i o n s r e l e v a n t t o

d r i n k i n g w a t e r e n v i r o n m e n t s . I n t e r n a t i o n a l j o u r n a l o f Hy g i e n e a n d E n v i r o n m e n t a l H e a l t h
,
2 1 4 (6 ) ,

4 8 5 - 4 9 2 .

F e w ^ r e l l , L .

, K a u fm a n n , R . B . , K a y , D . , E n a n o r i a , W . , H a l l e r
, L . , & Co l f o r d Jr , J. M (2 0 0 5 ) . W a t e r , s a n i t a t i o n ,

a n d h y g i e n e i n t e r v e n t i o n s t o r e d u c e d ia r r h o e a i n l e s s d e v e l o p e d c o u n t r i e s : a s y s t e m a t i c r e v i e w a n d m e t a ¬

a n a ly s i s Th e L a n c e t I n f e c t i o u s D i s e a s e s
,
5 ( 1 ) , 4 2 - 5 2 .

F i t z g e r a l d , G. P , & F a u s t , S. L . ( 1 9 6 3 ) . F a c t o r s a f f e c t i n g t h e a l g i c i d a l a n d a l g i s t a t i c p r o p e r t i e s o f c o p p e r .
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A p p l i e d M i c r o b i o l o g y , 1 1 [4 ) , 3 4 5 - 3 5 1 .

G a d d , G . M . , & G r i f f i t h s , A . J. ( 1 9 7 7 ) .
M i c r o o r g a n i s m s a n d h e a v y m e t a l t o x i c i t y . ]\4 i c r o b i a l E c o l o g y , 4 (4 ) , 3 0 3 -

3 1 7 .

G r a e b e l
,
W . A d v a n c e d F l u i d M e c h a n i c s .

A c a d e m ic P r e s s , 1 * ' E d i t i o n (Ju l y , 2 0 0 7 ,
3 6 8 p a g e s )

H e i n l a a n ,
M .

, I v a s k , A .

,
B l i n o v a , 1. , D u b o u r g u i e r , H . C , & K a h r u , A . ( 2 0 0 8 ) . T o x i c i t y o f n a n o - s i z e d a n d b u l k

Z n O
,
C u O a n d T i O z t o b a c t e r i a V i b r i o fl s c h e r i a n d c r u s t a c e a n s D a p h n i a m a g n a a n d T h a m n o c e p h a l u s

p l a ty u r u s . Ch e m o s p h e r e , 7 i ( 7 ) , 1 3 0 8 - 1 3 1 6 .

H e r m a n s , M . H . ( 2 0 0 6 ) S il v e r - C o n t a i n i n g D r e s s i n g s a n d t h e N e e d f o r E v i d e n c e . i 4/ W
'

T h e A m e r i c a n Jo u r n a l

of N u r s i n g , 1 0 6 (1 2 ) ,
6 0 - 6 8 .

H i s e r
,
A . e t a l .

"

Ex p e r i m e n t s u s i n g c o p p e r a n d z i n c
"

. U n p u b l i s h e d d a t a , l a b o r a t o r y o f So b s e y , M . D .
T h e

U n iv e r s i t y o f N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i l l , G i l l i n g s S c h o o l o f G l o b a l P u b l i c H e a l t h (D e c e m b e r
,
2 0 0 8 )

H o r n s t r a , L . M . , d e L e e u w , P L . A . , M o e z e l a a r , R . , W o l b e r t , E . J. , D e V r i e s , Y . P . , D e V o s , W . M . , & A b e e , T .

( 2 0 0 7 ) . G e r m i n a t i o n o f B a c i l l u s c e r e u s s p o r e s a d h e r e d t o s t a i n l e s s s t e e l . I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f F o o d

M i c r o b i o l o g y , 1 1 6 [ 3 ) ,
3 6 7 - 3 7 1 .

H u n t e r , P . R . ( 2 0 0 9 ) . H o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s : c o m p a r i n g d i f f e r e n t

i n t e r v e n t i o n t y p e s u s i n g m e t a - r e g r e s s i o n . E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e & T e c h n o l o g y , 4 5 (2 3 ) , 8 9 9 1 - 8 9 9 7 .

H u s m a r k , U . , & R o n n e r , U . ( 1 9 9 3 ) A d h e s i o n o f B a c i l l u s c e r e u s s p o r e s t o d i f f e r e n t s o l i d s u r f a c e s : c l e a n e d o r

c o n d i t i o n e d w it h v a r i o u s f o o d a g e n t s .
B i o f o u l i n g , 7 ( 1 ) , 5 7 - 6 5 .

I l y a s ,
H . a n d Qa z i

,
I . A . T i t a n i u m D i o x i d e N a n o p a r t i c l e s i n Wa t e r Tr e a t m e n t : P h e n o l D e g r a d a t i o n Us i n g

A d v a n c e d Ox i d a t i o n P r o c e s s E m p l oy i n g Ti t a n i a N a n o p a r t i c l e s . V D M V e r l a g ,
l ^ t E d i t i o n (N o v e m b e r , 2 0 1 0 , 7 2

p a g e s ) .

K a s e m e t s , K .

,
I v a s k

,
A .

,
D u b o u r g u i e r , H . C , & K a h r u

,
A . ( 2 0 0 9 ) . T o x i c i t y o f n a n o p a r t ic l e s o f Z n O , Cu O a n d

T i O z t o y e a s t Sa c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e . To x i c o l o g y i n v i t r o , 2 J ( 6 ) , 1 1 1 6 - 1 1 2 2 .

K e i t h l e y , J. F . T h e St o ry of E l e c t r i c a l a n d M a g n e t i c M e a s u r e m e n t s : F r o m 5 00 B C t o t h e 1 9 t h Ce n t u ry W il e y , l ^ t

E d i t i o n (Ja n u a r y ,
1 9 9 9

,
4 6 8 p a g e s )

K i m , J. , Ch o , M . , O h , B . , Ch o i
,
S

,
& Y o o n

, J. ( 2 0 0 4 ) . C o n t r o l o f b a c t e r i a l g r o w t h i n w a t e r u s i n g s y n t h e s i z e d
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i n o r g a n i c d i s i n f e c t a n t . C h e m o s p h e r e , 5 5 ( 5 ) , 7 7 5 - 7 8 0 .

K o m a n d u r , A .

"

C o p p e r a n d z i n c s a l t s a s E . c o l i a n t a g o n i s t s i n w a t e r
"

. H o n o u r s T h e s is . T h e U n i v e r s i t y o f

N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i l l
,
G i l l i n g s S c h o o l o f G l o b a l P u b l i c H e a l t h , D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l

S c i e n c e s a n d E n g i n e e r in g (M a y ,
2 0 1 1 )

K u w a h a r a , J. , Su z u k i , T . , Fu n a k o s h i , K .

, & Su g i u r a
,
Y . ( 1 9 8 6 ) . P h o t o s e n s i t i v e D N A c l e a v a g e a n d p h a g e

i n a c t i v a t i o n b y c o p p e r ( I l ) - c a m p t o t h e c i n . B i o c h e m is t r y , 2 5 (6 ) , 1 2 16 - 1 2 2 1 .

L e h t o l a , M . J. , M l e t t i n e n , I .
T .

,
K e i n a n e n ,

M . M . , K e k k i , T . K . , L a i n e , 0 . , H i r v o n e n , & M a r t i k a i n e n , P . J. ( 2 0 04 ) .

M i c r o b i o l o g y , c h e m i s t r y a n d b i o f i l m d e v e l o p m e n t i n a p i l o t d r i n k i n g w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m w i t h

c o p p e r a n d p l a s t i c p i p e s . W a t e r Re s e a r c h ,
3 8 ( 1 7 ) , 3 7 6 9 - 3 7 7 9 .

L i , Q. , X i e , R . , L i , Y . W . . M i n t z , E . A . , & Sh a n g , J. K . ( 2 0 0 7 ) .
E n h a n c e d v i s i b l e - l i g h t

- i n d u c e d p h o t o
- c a t a l y t i c

d i s i n f e c t i o n o f E . c o h b y c a r b o n - s e n s i t i z e d n i t r o g e n
- d o p e d t i t a n i u m o x i d e . E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e &

T e c h n o l o g y ,
4 2 (14 ) ,

5 0 5 0 - 5 0 5 6 .

L i g a , M . v . , B r y a n t , E . L . , C o l v i n , V .
L

, & L i , Q . ( 2 0 1 1 ) . V i r u s i n a c t i v a t i o n b y s i lv e r d o p e d t i t a n i u m d i o x i d e

n a n o p a r t i c l e s f o r d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t . Wa t e r R e s e a r c h
,
4 5 (2 ) , 5 3 5 - 5 4 4 .

L i n , Y . S . E . , V i d i c , R . D
. , St o u t , J. E .

,
& Y u , V . L . ( 1 9 9 6 ) . I n d i v i d u a l a n d c o m b i n e d e f f e c t s o f c o p p e r a n d s i lv e r

i o n s o n i n a c t i v a t i o n o f L e g i o n e l la p n e u m o p h i l i a . Wa t e r R e s e a r c h , 3 0 {8 ) , 1 9 0 5 - 1 9 1 3 .

L i u , Y . , H e , L . , M u s t a p h a , A . , L i , H , H u
,
Z . Q. , & L i n , M . ( 2 0 0 9 ) . A n t ib a c t e r ia l a c t i v i t i e s o f z i n c o x i d e

n a n o p a r t i c l e s a g a i n s t E s c h e r i c h i a c o l i 0 1 5 7 : W7 . Jo u r n a l o f A p p l i e d M i c r o b i o l o g y , 1 0 7 [4 ) , 1 1 9 3 - 1 2 0 1 .

L u n a - d e l R i s c o , M .

,
Or u p o l d , K . , & D u b o u r g u i e r , H . C . ( 2 0 1 1 ) . P a r t i c l e - s i z e e f f e c t o f Cu O a n d Z n O o n b i o g a s

a n d m e t h a n e p r o d u c t i o n d u r i n g a n a e r o b i c d i g e s t i o n . / o u r w a / o f H a z a r d o u s M a t e r i a ls , 1 8 9 { 1 ) , 6 0 3 - 6 0 8 .

M a i e r , R . e t a l . E n v i r o n m e n t a l M ic r o b i o l o g y . A c a d e m i c P r e s s ,
2 " ^ E d i t i o n (O c t o b e r , 2 0 0 8 , 6 2 4 p a g e s )

M a l o n e
,
A .

"

Ch a r a c t e r i z a t i o n o f I o n i c Co p p e r a n d Z in c a s D i s i n f e c t a n t s i n D r i n k i n g W a t e r
"

. M a s t e r
'

s

T e c h n i c a l R e p o r t . T h e U n i v e r s i t y o f N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i ll , Gi l l i n g s Sc h o o l o f Gl o b a l P u b l i c H e a l t h ,

D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g (M a y ,
2 0 1 2 )

M a n z l , C , K r u m s c h n a b e l , G. , S c h w a r z b a u m , P . J. , & D a l l i n g e r , R . ( 2 0 0 4 ) . A c u t e t o x i c i t y o f c a d m i u m a n d

c o p p e r i n h e p a t o p a n c r e a s c e ll s f r o m t h e Ro m a n s n a i l [ H e l i x p o m a t i a ) . Co m p a r a t i v e B i o c h e m is t r y a n d
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P hy s i o l o g y P a r t C : T o x i c o l o g y & P h a r m a c o l o g y , 1 3 8 { 1 ) , 4 5 - 5 2 .

M i n t z , E . D .

,
R e i f f , F . M . , & T a u x e , R . V . ( 1 9 9 5 ) . S a f e w a t e r t r e a t m e n t a n d s t o r a g e i n t h e h o m e : a p r a c t i c a l

n e w s t r a t e g y t o p r e v e n t w a t e r b o r n e d i s e a s e . JA MA -Jo u r n a l o f t h e A m e r i c a n M e d i c a l A s s o c i a t i o n - US E d i t i o n ,

2 7 3 ( 1 2 ) , 9 4 8 - 9 5 3 .

M o d o l , I , Sa b r i a , M . , R e y n a g a , E .

,
P e d r o - B o t e t ,

M . L .

, S o p e n a
,
N .

,
T u d e l a , P .

,
C a s a s & R e y - Jo ly ,

C . ( 2 0 0 7 ) .

H o s p i t a l - a c q u i r e d L e g i o n n a i r e s d i s e a s e i n a u n i v e r s i t y h o s p i t a l : I m p a c t o f t h e c o p p e r
- s i l v e r i o n i z a t i o n

s y s t e m . Cl i n i c a l I n f e c t i o u s D i s e a s e s , 4 4 (2 ) , 2 6 3 - 2 6 5 .

M o o r e ,
G . T . , & K e l l e r m a n , K . F . ( 1 9 0 4 ) . A m e t h o d o f d e s t r o y i n g o r p r e v e n t i n g t h e g r o w t h of a lg a e a n d c e r t a i n

p a t h o g e n i c b a c t e r i a i n w a t e r s u p p l i e s . U . S. D e p a r t m e n t o f A g r ic u l t u r e P u b l i c a t i o n (N o . 6 4 ) .

N o y c e , J. 0 . , M i c h e l s , H . , & K e e v i l , C . W (2 0 0 6 ) . U s e o f c o p p e r c a s t a l l o y s t o c o n t r o l E s c h e r i c h i a c o l i 0 1 5 7

c r o s s - c o n t a m i n a t i o n d u r i n g f o o d p r o c e s s i n g . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ,
7 2 (6 ) ,

4 2 3 9 - 4 2 4 4 .

P y l e ,
B . H . , B r o a d a w a y , S . C , & M c F e t e r s , G . A . ( 1 9 9 2 ) . E f fi c a c y o f c o p p e r a n d s i lv e r i o n s w i t h i o d i n e i n t h e

i n a c t i v a t i o n o f P s e u d o m o n a s c e p a c i a . J o u r n a l o f A p p l i e d M i c r o b i o l o g y , 72 (1 ) ,
7 1 - 7 9 .

Qi n ,
Y . ( 2 0 0 5 ) . Si l v e r - c o n t a i n in g a l g i n a t e fi b r e s a n d d r e s s i n g s . I n t e r n a t i o n a l Wo u n d Jo u r n a l

,
2 (2 ) ,

1 7 2 - 1 7 6 .

R a m a n ,
N . , S a k t h i v e l , A .

,
& Je y a m u r u g a n ,

R . ( 2 0 1 0 ) . B i n u c l e a r c o p p e r a n d z i n c c o m p l e x e s p o s s e s s i n g b i o ¬

p o t e n t i a l l i g a n d s : s y n t h e s i s , c h a r a c t e r i z a t i o n , a n t i m i c r o b i a l , SO D m i m e t i c , D N A b i n d i n g , a n d c l e a v a g e

s t u d i e s . Jo u r n a l of Co o r d i n a t i o n Ch e m i s t r y , 6 3 {6 ) ,
1 0 8 0 - 1 0 9 6 .

R i c e , E . W . , A d c o c k , N . J. , S i v a g a n e s a n , M .

,
& R o s e

,
L . J. ( 2 0 0 5 ) . I n a c t i v a t i o n o f S p o r e s o f B a c i l l u s a n t h r a c i s

St e r n e , B a c i l l u s c e r e u s , a n d B a c i l l u s t h u r i n g i e n s i s s u b s p . i s r a e l e n s i s b y Ch l o r i n a t i o n . A p p l i e d a n d

E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 7 1 (9 ) , 5 5 8 7 - 5 5 8 9 .

R o n n e r , U . , H u s m a r k , U . , & H e n r i k s s o n , A . ( 1 9 9 0 ) . A d h e s i o n o f B a c i l l u s s p o r e s i n r e l a t i o n t o

h y d r o p h o h i c i t y . J o u r n a l o f A p p l i e d M i c r o b i o l o g y , 6 9 (4 ) , 5 5 0 - 5 5 6 .

Sa l t o n , M . R . J. , & M a r s h a l l , B . ( 1 9 5 9 ) . T h e c o m p o s i t i o n o f t h e s p o r e w a l l a n d t h e w a l l o f v e g e t a t i v e c e l l s o f

B a c i l l u s s u b t i l i s . / o u r n a / o f Ge n e r a l M i c r o b i o l o g y ,
2 1 (2 ) , 4 1 5 - 4 2 0 .

S a m u n i , A . , A r o n o v i t c h , J. , Go d i n g e r ,
D .

, Ch e v i o n , M . , & Cz a p s k i , G. (1 9 8 3 ) . O n t h e c y t o t o x i c it y o f v i t a m i n C

a n d m e t a l i o n s . E u r o p e a n Jo u r n a l of B i o c h e m i s t r y ,
1 3 7 { l - 2 ) , 1 1 9 - 1 2 4 .
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S h a t k i n , J. A . N a n o t e c h n o l o g y : H e a l t h a n d E n v i r o n m e n t a l R i s k s C R C P r e s s , 1
^ ' E d i t i o n (A p r i l , 2 0 0 8 ,

1 9 2

p a g e s )

S h i h , H . Y . , & L i n , Y .
E . ( 2 0 10 ) . E f f i c a c y o f c o p p e r - s i l v e r i o n i z a t i o n i n c o n t r o ll i n g b i o f i l m - a n d p l a n k t o n

-

a s s o c i a t e d w a t e r b o r n e p a t h o g e n s . A p p l i e d a n d e n v i r o n m e n t a l m i c r o b io l o g y , 7 6 (6 ) , 2 0 3 2 - 2 0 3 5 .

Si n g e r ,
P . C . D a n i e l A . O k u n D i s t i n g u i s h e d P r o f e s s o r Em e r i t u s

,
T h e U n iv e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t Ch a p e l

H i l l , G il l i n g s Sc h o o l o f G l o b a l P u b l i c H e a l t h , D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g .

P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n (F e b r u a r y , 2 0 1 0 )

Sm i e j a , }. A . ( 2 0 1 1 ) . H o u s e h o l d W a t e r T r e a t m e n t s i n D e v e l o p i n g Co u n t r i e s , y o u r n a / of Ch e m i c a l E d u c a t i o n ,

8 8 (5 ) ,
5 4 9 - 5 5 3 .

So b s e y ,
M . D . K e n a n D i s t i n g u i s h e d P r o f e s s o r o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g . T h e U n i v e r s i t y o f

N o r t h Ca r o l i n a a t Ch a p e l H i l l , G i l l i n g s Sc h o o l o f Gl o b a l P u b l i c H e a lt h , D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l

S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g . P e r s o n a l c o m m u n i c a t io n (F e b r u a r y ,
2 0 1 0 )

S o b s e y , M . D . M a n a g in g Wa t e r I n t h e H o m e : A c c e l e r a t e d H e a l t h G a i n s f r o m i m p r o v e d W a t e r S u p p ly W o r l d

H e a l t h O r g a n i s a t i o n
,
G e n e v a , 1 ^ ' E d i t i o n (M a y ,

2 0 0 2
,
8 1 p a g e s )

St e r r i t t , R . M .

,
& L e s t e r

, J. N . ( 1 9 8 0 ) . I n t e r a c t i o n s o f h e a v y m e t a l s w i t h b a c t e r i a . S c ie n c e o f t h e T o t a l

E n v i r o n m e n t , 1 4 ( 1) , 5 - 1 7 .

St o u t , J. E . , & Y u , V . L . (2 0 0 3 ) . E x p e r i e n c e s o f t h e f i r s t 1 6 h o s p it a l s u s i n g c o p p e r
- s i l v e r i o n i z a t i o n f o r

L e g i o n e l l a c o n t r o l : i m p l ic a t i o n s f o r t h e e v a l u a t i o n o f o t h e r d i s i n f e c t i o n m o d a l i t i e s . I n f e c t i o n Co n t r o l a n d

H o s p i t a l E p i d e m i o l o g y , 2 4 (8 ) , 5 6 3 - 5 6 8 .

St r a u b ,
T

.
M .

, G e r b a , C . P .

, Z h o u , X .

, P r i c e , R . , & Y a h y a , M . T . ( 1 9 9 5 ) . Sy n e r g i s t i c i n a c t i v a t i o n o f E s c h e r i c h i a

c o l i a n d M S - 2 c o l i p h a g e b y c h l o r a m i n e a n d c u p r i c c h l o r i d e . Wa t e r R e s e a r c h , 2 9 (3 ) , 8 1 1 - 8 1 8 .

Su d h a , V . P . , Si n g h , K . 0 .

,
P r a s a d , S . R .

,
& V e n k a t a s u b r a m a n i a n , P . (2 0 0 9 ) . K i l l i n g o f e n t e r i c b a c t e r i a in

d r i n k i n g w a t e r b y a c o p p e r d e v i c e f o r u s e i n t h e h o m e : l a b o r a t o r y e v i d e n c e . T r a n s a c t i o n s of t h e Ro y a l

S o c i e ty o f T r o p i c a l M e d i c i n e a n d Hy g i e n e
, 1 0 3 (S ) , 8 1 9 - 8 2 2 .

T a u v e r o n
,
G . , Sl o m i a n n y , C , H e n r y , C , & F a il l e , C . ( 2 0 0 6 ) . V a r i a b i l it y a m o n g B a c i l l u s c e r e u s s t r a i n s i n s p o r e

s u r f a c e p r o p e r t i e s a n d i n f l u e n c e o n t h e i r a b i l i t y t o c o n t a m i n a t e f o o d s u r f a c e e q u i p m e n t . I n t e r n a t i o n a l
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Jo u r n a l o f F o o d M i c r o b i o l o g y , 1 1 0 (3 ] , 2 5 4 - 2 6 2 .

T h u r m a n
,
R . B .

,
G e r b a , C . P . , & B i t t o n , G. ( 1 9 8 9 ) . T h e m o l e c u l a r m e c h a n is m s o f c o p p e r a n d s i l v e r i o n

d i s i n f e c t i o n o f b a c t e r i a a n d v i r u s e s . Cr i t i c a l R e v i e w s in E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y , 1 8 ( 4 ) ,
2 9 5 -

3 1 5

U . N . Ch i l d r e n
'

s Fu n d . P r o g r e s s o n D r i n k i n g Wa t e r a n d S a n i t a t i o n : Up d a t e U n i t e d N a t i o n s , G e n e v a . (M a r c h ,

2 0 1 2 )

U . S. E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . C l e a n W a t e r A c t O f f i c e o f W a t e r ,
W a s h i n g t o n , D . C . (Ja n u a r y , 2 0 12 )

U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . C o d e of F e d e r a l R eg u l a t io n s Se c t i o n 4 0
,
P a r t 1 - 4 9 . O f f i c e o f w a t e r ,

W a s h i n g t o n , D . C . (Ju ly , 2 0 0 2 )

U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . D r i n k i n g Wa t e r S t r a t e g y O f f i c e o f W a t e r
,
W a s h i n g t o n

,
D . C . (Ja n u a r y ,

2 0 10 )

U . S . En v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . G u id a n c e M a n u a l f o r Co m p l i a n c e w i t h t h e F i l t r a t i o n a n d D i s i n f e c t i o n

Re q u i r e m e n t s f o r P u b l i c W a t e r Sy s t e m s Us i n g S u r f a c e W a t e r So u r c e s O f f i c e o f W a t e r , W a s h i n g t o n , D . C .

(Ja n u a r y , 1 9 8 9 )

V a n d e r K o o i j , D . , V e e n e n d a a l , H . R . , & S c h e f f e r , W . J. ( 2 0 0 5 ) . B i o f i l m f o r m a t i o n a n d m u l t i p l i c a t i o n o f

L e g i o n e l la i n a m o d e l w a r m w a t e r s y s t e m w i t h p i p e s o f c o p p e r , s t a i n l e s s s t e e l a n d c r o s s - l i n k e d

p o ly e t h y l e n e . Wa t e r R e s e a r c h , 5 9 (1 3 ) , 2 7 8 9 - 2 7 9 8 .

V a s u d e v a c h a r i , M . B . , & A n t o n y , A . ( 1 9 8 2 ) . I n h i b i t i o n o f a v i a n m y e l o b l a s t o s i s v i r u s r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e

a n d v i r u s i n a c t i v a t i o n b y m e t a l c o m p l e x e s o f i s o n i c o t i n i c a c i d h y d r a z i d e . A n t iv i r a l R e s e a r c h , 2 ( 5 ) , 2 9 1 - 3 0 0 .

W a t e r Su p p l y a n d Sa n i t a t i o n Co l l a b o r a t iv e Co u n c i l . H o u s e h o l d - Ce n t r e d E n v i r o n m e n t a l Sa n i t a t i o n . W a t e r

S u p p ly a n d Sa n i t a t i o n Co l l a b o r a t i v e C o u n c i l , G e n e v a (M a y , 2 0 1 2 )

W i e n c e k , K . M . , K l a p e s , N . A . , & F o e g e d i n g , P . M . ( 1 9 9 0 ) H y d r o p h o b i c i t y o f B a c il l u s a n d C l o s t r i d i u m s p o r e s .

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M ic r o b i o l o g y ,
5 6 (9 ) ,

2 6 0 0 - 2 6 0 5 .

W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n . Co p p e r in D r i n k i n g Wa t e r . W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n , Ge n e v a (F e b r u a r y ,

2 0 0 4 )

W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n . Gl o b a l A n n u a l A s s e s s m e n t o f S a n i t a t i o n a n d D r i n k i n g - Wa t e r W o r l d H e a l t h
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O r g a n i s a t i o n , G e n e v a [ Ju l y , 2 0 10 )

W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n . Gl o b a l Wa t e r S u p p ly a n d S a n i t a t i o n A s s e s s m e n t . W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n ,

G e n e v a (Se p t e m b e r , 2 0 0 0 )

W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n . P r o d u c t i o n o f Z in c T a b l e ts a n d Z i n c O r a l S o l u t i o n s . W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n ,

G e n e v a (M a r c h , 2 0 0 7 )

W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n
. Wo r l d H e a l t h R e p o r t W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n , Ge n e v a (Ju n e , 2 0 1 2 )

W o r l d H e a lt h O r g a n i s a t i o n . Z i n c i n D r i n k i n g Wa t e r : G u i d e l i n e s f o r D r i n k i n g
- Wa t e r Qu a l i ty . W o r l d H e a l t h

O r g a n i s a t i o n , G e n e v a , 2 n d E d i t i o n (A p r i l , 1 9 9 6 )

Y a h y a , M . T . , L a n d e e n , L . K . , M e s s i n a , M . C
,
K u t z , S. M .

,
S c h u l z e

,
R .

,
& Ge r b a

,
C . P . ( 1 9 9 0 ) . D i s i n f e c t i o n o f

b a c t e r i a i n w a t e r s y s t e m s b y u s i n g e l e c t r o l y t i c a l ly g e n e r a t e d c o p p e r : s i l v e r a n d r e d u c e d l e v e l s o f f r e e

c h l o r i n e .
C a n a d i a n Jo u r n a l o f M i c r o b i o l o g y , 3 6 {2 ) , 1 0 9 - 1 1 6 .

Z e v e n h u i z e n , L . P . T . M . . D o l fi n g , J. , E s h u i s , E . J.

, & S c h o l t e n - K o e r s e l m a n , 1. J. ( 1 9 7 9 ) . I n h i b i t o r y e f f e c t s o f

c o p p e r o n b a c t e r i a r e l a t e d t o t h e f r e e i o n c o n c e n t r a t i o n . M i c r o b i a l E c o l o g y , 5 (2 ) , 1 3 9 - 1 4 6 .
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X IV . A p p e n d i x

D e f i n i t i o n o f T e r m s u s e d i n I CP - M S T a b l e

1 . D i s s o l v e d c o p p e r : t h e t o t a l a m o u n t o f a v a i l a b l e c o p p e r p r e s e n t i n t h e a n a l y s e d s a m p l e .

A v a i l a b l e c o p p e r i s t a k e n t o b e t o t a l c o p p e r n o t r e m o v e d a s a g g r e g a t e s w i t h o t h e r m a t e r i a l

i n t h e w a t e r b y c e n t r i f u g a t io n o r l o s t t o c o n t a i n e r w a l l s b y a d s o r p t i o n .

2 . D i s s o l v e d z i n c : t h e t o t a l a m o u n t o f a v a i l a b l e z i n c p r e s e n t i n t h e a n a l y s e d s a m p l e . A v a i l a b l e

z i n c i s t a k e n t o b e t o t a l z i n c n o t r e m o v e d b y c e n t r i f u g a t i o n a s a g g r e g a t e s w i t h o t h e r

m a t e r i a l i n t h e w a t e r o r l o s t t o c o n t a i n e r w a l l s b y a d s o r p t i o n .

3 . D o s e a n d O r g a n i s m + ( c o l u m n 1 ] : Co l u m n c o n t a i n i n g i d e n t i fi c a t i o n v a l u e s f o r s a m p l e s

s e n t f o r ICP - M S . Co l u m n v a l u e s i n d i c a t e w h e t h e r a s a m p l e w a s t a k e n f r o m w a t e r d o s e d w it h

0 . 2 o r 2 m g / L m e t a l o x i d e n a n o p a r t i c l e s , w h e t h e r t h e s a m e c o n t a i n e d o r g a n i s m s (O r g a n i s m

+ ) o r d i d n o t (O r g a n i s m
- ) ,

a n d f r o m w h i c h r e p l i c a t e t r i a l t h e s a m p l e w a s t a k e n ( 1 , 2 , o r 3 ) .

4 . E q u i v a l e n t s ( c o l u m n 2 ) : Co l u m n c o n t a i n i n g n u m e r i c a l v a l u e s f o r a d d e d d o s e e q u i v a l e n t s i n

p a r t s p e r b i l l i o n . V a l u e s w e r e e i t h e r 2 0 0 p a r t s p e r b i l l i o n ( 0 2 m g / L ) o r 2 0 0 0 p a r t s p e r

b i l l i o n ( 2 m g / L ]

5 . P a r t s P e r B i l l i o n (c o l u m n s 3 a n d 7 ) : Co l u m n c o n t a i n i n g m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f

d i s s o l v e d c o p p e r o r d i s s o l v e d z i n c . U n i t s a r e p a r t s p e r b i l l i o n ; t o c o n v e r t t o m g / L ,
d i v i d e b y

1 0 0 0 .

6 . % R o o t St d . D e v . ( c o l u m n s 4 a n d 8 ) : Co l u m n c o n t a i n i n g p e r c e n t r o o t s t a n d a r d d e v i a t i o n

v a l u e s f o r t h e m e a s u r e m e n t s i n
"

P a r t s P e r B i l l i o n
"

( c o l u m n s 3 a n d 7 ) . V a l u e s a r e e q u a l t o

I ^ A r r a y

7 . M a r g i n o f E r r o r (c o l u m n s 5 a n d 9 ) : Co l u m n c o n t a i n i n g t h e v a l u e o f o n e - h a l f t h e b r e a d t h o f

t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e v a l u e g i v e n i n
"

P a r t s P e r B i l l i o n
"

( c o l u m n s 3 a n d 7 ) . F o r

e x a m p l e , a 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l l y i n g b e t w e e n 2 a n d 4 w o u l d c o r r e s p o n d t o a m e a s u r e d

v a l u e o f 3 + 1 . I n s u c h a c a s e
,
t h e

"

M a r g i n o f E r r o r
" w o u l d b e 1 .

8 . % U n a c c o u n t e d f o r (c o l u m n s 6 a n d 10 ) : Co l u m n c o n t a i n i n g t h e p e r c e n t o f t h e v a l u e g iv e n

i n
"

E q u i v a l e n t s
"

( c o l u m n 2 ) t h a t w a s n o t m e a s u r e d b y I CP - M S.

9 . A v e r a g e I n i t i a l D o s e ( t a b l e 2 ) : T a b l e c o n t a i n i n g t h e t r i a l - a v e r a g e d v a l u e s f o r

m e a s u r e m e n t s t a k e n a t 0 m i n u t e s o f d i s i n f e c t a n t c o n t a c t t i m e

10 . A v e r a g e F i n a l D o s e (t a b l e 3 ) : T a b l e c o n t a i n i n g t h e t r i a l - a v e r a g e d v a l u e s f o r m e a s u r e m e n t s

t a k e n a t 3 6 0 m i n u t e s o f d i s i n f e c t a n t c o n t a c t t i m e

1 1 . A v e r a g e D i f f e r e n c e (t a b l e 4 ) : T a b l e c o n t a i n i n g t h e t r i a l - a v e r a g e d v a l u e s f o r t h e d i f f e r e n c e

i n m e a s u r e m e n t s t a k e n b e t w e e n 0 a n d 3 6 0 m i n u t e s o f d i s i n f e c t a n t c o n t a c t t i m e .
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N O M - N a « > t l v e W t t e r

N O M - N e g a t h / e W a t e r

0 M in u t e s

ID is s o lu e d C o p p e r D is s o lv e d Z i n c

D o s e A n d O r g a n i s m +

0 2 m g / L O r g a n is m + 1

0 2 m g / L O r g a n is m + 2

0 2 m g / L O r g a n is m + 3

2 m g / L O r g a n i s m + 1

2 m g / L O r g a n i s m + 2

2 m g / L O r g a n i s m + 3

0 2 m g / L O r g a n is m - 1

0 2 m g / L O r g a n is m - 2

0 2 m g / L O r g a n is m - 3

2 m g / L O r g a n i s m - 1

2 m g / L O r g a n i s m - 2

2 m g / L O r g a n i s m - 3

3 6 0 M i n u t e s

0 2 m g / L O r g a n is m + 1

0 2 m g / L O r g a n i s m + 2

0 2 m g / L O r g a n i s m + 3

2 m g / L O r g a n is m + 1

2 m g / L O r g a n is m + 2

2 m g / L O r g a n is m + 3

0 2 m g / L O r g a n i s m - 1

0 2 m g / L O r g a n i s m - 2

0 2 m g / L O r g a n i s m - 3

2 m g / L O r g a n is m - 1

2 m g / L O r g a n is m - 2

2 m g / L O r g a n is m - 3

A v e r a g e I n i t ia l D o s e

0 2 m g / L O r g a n i s m +

2 mg / L O r g a n is m +

0 2 m g / L O r g a n i s m -

2 m g / L O r g a n is m -

A v e r a g e F i n a l D o s e

0 2 m g / L O r g a n i s m +

2 m g / L O r g a n is m +

0 2 m g / L O r g a n i s m -

2 m g / L O r g a n is m -

A v e r a g e D i f f e r e n c e

D o s e A n d O r g a n is m

0 2 m g/ L O r g a n is m +

2 m g / L O r g a n i s m +

0 2 m g/ L O r g a n is m -

2 m g / L O r g a n i s m -

Eq u i v a le n t s

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0 0
2 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0 0

2 0 0

2 0 0 0

P a rt s p e r B il l io n K Ro o t St d D e v

9 5

1 0 5

1 2 3

8 1 4

1 0 1 2

7 9 3

1 3 3

1 2 6

1 2 4

1 2 3 9

1 2 9 4

1 2 5 2

9 6

1 0 1

9 8

8 2 7

8 7 6

8 0 4

1 9 3

1 8 0

1 8 2

1 2 6 3

1 5 4 8

1 3 2 6

1 0 7 6 6 6 6 6 6 7

8 7 3

1 2 7 6 6 6 6 6 6 7

1 2 6 1 6 6 6 6 6 7

9 8 3 3 3 3 3 3 3 3

8 3 5 6 6 6 6 6 6 7

1 8 5

1 3 7 9

0 6

4 6
32 2

3 8

1 0 . 9

3. 1

0 7

0 8

0 4

0 6
2 9

1 5

M a r g in o f Er r o r

0 5 7

4 8 3

3 9 6 0 6

3 0 9 3 2

1 1 0 3 0 8

2 4 5 8 3

0 9 3 1

1 0 0 8

0 4 9 6

7 4 3 4

3 7 5 2 6

1 8 7 8

% U n a c c o u n t e d Fo r

5 2 2 2

4 5 0 9

1 8 7

5 7 7 5

4 3 8 8

5 9 1 2

3 3 0 3

3 6 5

3 7 7 5

3 7 6 8

3 3 4 2

3 6 4 6

P a r t s Pe r B i l li o n

1 4 1

1 6 5
1 9 9

1 3 2 1

1 3 7 2

1 3 9 3

1 0 5

1 1 2

1 3 0

1 1 0 8

1 1 0 5

1 0 7 2

% Ro o t St d . D e v

1 2

4 6

3 2 1

1 4

1 5

2 2

5 6

3 4

8 8

1

4 5

4 7

M a r g i n o f Er r o r

1 6 9 2

7 5 9

63 8 7 9

1 8 4 9 4

2 0 .
5 8

3 0 6 4 6

5 8 8

3 8 0 8

1 1 4 4

1 1 0 8

4 9 . 7 2 5

5 0 3 8 4

2 8
1 3

0 . 4

2 1

2 2

1 2

0 4

0 . 2

0 3

0 . 9

14 7

1 3

2 6 8 8

1 3 1 3

0 3 9 2

1 7 3 6 7

1 9 2 7 2

9 6 4 8

0 7 7 2

0 3 6

0 5 4 6

1 1 3 6 7

2 2 7 5 5 6

1 7 2 3 8

5 0 6 6

4 8 8 4

5 0 8

5 7 7 8

5 5 2 4

5 9 3 2

3 1 1

9 8 2

8 7 3

3 6 2 8

1 1 2 2

3 2 8 4

1 3 5

1 4 2

1 3 4

1 4 0 4

2 1 5 8

2 1 8 3

9 1

7 4

1 28

1 1 3 2

1 2 5 7

1 0 7 6

3 9 1

3 9 7

6 9

2 9 4

1 3

0 2

5 9

6 8

1 0 5

1 5

7 1

2 7

5 2 7 8 5

5 6 3 7 4

9 2 4 6

4 1 2 7 7 6

2 8 0 5 4

4 3 6 6

5 3 5 9

5 0 3 2

1 3 4 4

1 6 9 8

8 9 2 4 7

2 9 0 5 2

1 2 4 6 6 6 6 6 6 7

5 9 3 3 3 3 3 3 3 3

0 6 3 3 3 3 3 3 3 3

1 6 6 6 6 6 6 6 6 7

1 3 4 2 2 4 4 4 4 4

5 1 7 9 8

0 8 0 8 5 5 5 5 5 6

2 1 0 2 7 7 7 7 7 8

3 8 6 7

5 3 5 8 3 3 3 3 3 3

3 5 7 6

3 5 8 5 3 3 3 3 3 3

1 6 8 3 3 3 3 3 3 3

1 3 6 2

1 1 5 6 6 5 6 6 6 7

1 0 9 5

1 2 6 3 3 3 3 3 3 3

1 7

5 9 3 3 3 3 3 3 3 3

3 4

2 1 2 6 6 1 1 1 1 1

2 3 1 5 4

6 8 6 2 8 8 8 8 8 9

3 7 2 3

1 5

1 8 3 3 3 3 3 3 3 3

0 3

5 6 3 3 3 3 3 3 3 3

1 4 7 5

1 5 3 2 0 5 5 5 5 6

0 5 5 5

7 7 6 8 3 6 6 6 6 7

5 0 1

5 7 4 4 6 6 6 5 6 7

7 2 2

2 6 7 8

1 3 7

1 9 1 5

9 7 6 6 6 6 6 6 6 7

1 1 5 5

2 8 5 6 6 6 6 6 6 7

1 0 3

7 7 3 3 3 3 3 3 3 3

3 7 6 6 6 6 6 6 6 7

3 9 1 3 6 3 3 3 3 3

1 9 7 2 4 5

7 5 5 2 8 8 8 8 8 9

4 3 5 0 5

C u JEEb L
'
A D i f f (0 - 3 6 0 m i n s ) M a r g i n o f Er r o r 0 I n C I ?

- 9 3 3 3 3 3 3 3 3 3 - 4 6 6 6 6 6 6 6 6 7 1 6 4 6 6 3 3 3 3 3 Y e s

- 3 7 33 3 3 3 3 3 3 - 1 8 6 6 6 6 6 6 6 7 7 0 7 0 3 3 3 3 3 3 Y e s

5 7 3 3 3 3 3 3 3 3 2 8 6 6 6 6 6 6 6 7 1 37 1 N o

1 1 7 3 3 3 3 3 3 3 5 8 6 6 6 6 6 6 6 7 1 0 6 6 3 3 6 6 6 7 N o

2 n (p p b )
3 1 3 3 3 3 3 3 3 3

5 5 3
- 1 8

6 0

°
/ « D I f f (0 - 3 6 0 m I n s ) M a r g i n o f Er r o r O I n C I ?
- 1 5 6 6 6 6 5 6 6 7

2 7 6 5

- 9

3

6 3 8 5 5 3 3 3 3 3

1 7 1 6 3 8 6 6 6 7

1 4 9 8 9 6 6 6 6 7

8 2 1 5 6

Y e s

N o

N o

Ye s

% U n a c c o u n t e d F o r

2 8 6 5

1 3 7 1

3 2 4 4

3 3 0 3

3 2 4 3

2 8 8 2

4 4 5 6

4 2 1

2 9 2 8

4 4 0 5

4 2 2 6

4 3 8 8

6 1 1

0 . 8 1

2 8 3 8

9 1 6

- 9 3

- 9 37

5 1 8 2

6 5 5 2

2 9 2 8

4 2 5 5

3 2 6 9

4 4 7 5

2 4 9 3 3 3 3 3 3 3

3 1 4 2 6 6 6 6 6 7

3 8 6 4 6 6 6 6 6 7

4 3 3 9 6 6 6 6 6 7

1 1 7 6 5 5 5 6 6 7

- 3 1 7

4 8 8 7 3 3 3 3 3 3

3 9 9 9 6 6 6 6 6 7
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N O M A ( n i n d « d W i t e r

N O M - A m e n d e d W a t e r

0 M i n u t e s

D o s e A n d O r g a n i s m +

0 2 m g / L O r g a n is m + 1

0 2 m g / L O r g a n i s m + 2

0 2 m g / L O r g a n i s m + 3

2 m g / L O r g a n i s m + 1

2 m g / L O r g a n i s m + 2

2 m g / L O r g a n i s m + 3

0 2 m g / L O r g a n i s m - 1

0 2 m g / L O r g a n i s m - 2

0 2 m g / L O r g a n i s m - 3

2 m g / L O r ga n is m - 1

2 m g / L O r g a n is m - 2

2 m g / L O r g a n is m - 3

36 0 M i n u t e s

0 2 m g / L O r g a n i s m + 1

0 2 m g / L O r g a n i s m + 2

0 2 m g / L O r g a n i s m + 3

2 m g / L O r g a n is m + 1

2 m g / L O r g a n is m + 2

2 m g / L O r g a n is m + 3
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0 2 m g / L O r g a n i s m - 3

2 m g / L O r g a n is m - 1

2 m g / L O r g a n is m - 2

2 m g / L O r g a n is m - 3

A v e r a g e I n i t i a l D o s e

0 2 m g / L + O r g a n is m s

2 m g / L O r g a n is m +

0 2 m g / L O r g a n is m -

2 m g / L O r g a n is m -

A v e r a g e F i n a l D o s e

0 2 m g / L O r g a n is m +

2 m g / L O r g a n is m +

0 2 m g / L O r g a n is m -

2 m g / L O r g a n i s m -

A v e r a g e D if f e r e n c e

D o s e A n d O r g a n i s m +

0 2 m g / L O r g a n is m +

2 m g / L O r g a n is m +

0 2 m g / L O r g a n is m -

2 m g / L O r g a n is m -

ID is s o l v e d Co p pe r D is s o lv e d Z i n c

Eq u iv a le n t s
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1 4 5 3 4 6 6 6 6 7

3 5 67
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3 1 8 6 6 6 6 6 6 7
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4 3 3 33 3 33 3 3 0 2 1 6 6 6 6 6 6 7

5 0 4 6

1 1 3 2 9 9 3 3 3 3

7 1 1 3 2

1 7 1 1 77 3 3 3 3

Y e s

Y e s

N o

Y e s

Z n (P P b ) % D i f f (0 - 3 6 0 m i n s ) M a r g in o f E r r o r 0 I n C I ?

4 2 3 3 3 3 3 3 33
- 1 7 3 3 3 3 3 3 33
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S u m m a r y o f F i t
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12
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S t d E r r o r u s e s a p o o le d e s t im a te o f e r r o r v a r i a n c e

O n e w a y A n a l y s is o f S y n t h e t i c E . c o l i 1 0 0 % B y T i m e P o i n t
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O n e w a y A n o v a

S u m m a r y o f F it

R s q u a r e

A d j Rs q u a r e
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M e a n o f R e s p o n s e
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A s s u m in g e q u a l v a r i a n c e s

0 0 0 7 11
- 0 0 9 2 18
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6 3 25 7 5 8
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D if fe r e n c e
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19 7 0 t R a t i o

7 36 1 D F

18 37 1 P ro b > |t |
- 1 4 4 3 1 P ro b > t

0 9 5 P r o b < t

- 2 0 0 0 - 1 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0

0 2 6 7 58 9

10

0 7 94 5
0 3 9 72

0 6 02 8

A n a l y s is o f V a r i a n c e

S o u r c e D F

T im e P o in t 1

E r r o r 10

C T o ta l 1 1

S u m o f S q u a r e s

1 1 6 3 9 1
1 62 54 8 2 1

16 3 7 12 12

M e a n s f o r O n e w a y A n o v a
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t = 0 6 62 2 7 2 7 52 0 4 9
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5 06 7 5
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0 0 7 16

U p p e r 9 5 %
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P r o b > F

0 7 9 4 5

NEATPAGEINFO:id=A0CD223E-6788-4D65-BFA6-F2EE77972F5B



L e v e l

t = 2 0

N u m b e r

6

M e a n

6 4 24 24

S t d E r r o r

5 2 0 49

L o w e r 95 %

5 26 4 5

U p p e r 9 5 %

7 5 84 0

S td E r r o r u s e s a po o le d e s t im a t e o f e r r o r v a r ia n c e
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O n e w a y A n o v a

S u m m a r y o f F it

R s q u a r e

A d j R s q u a r e

R o o t IVl e a n S q u a r e E r r o r

M e a n o f R e s p o n s e
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0 0 2 69 3 3
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6 5 84 4 5 9
17 89 3 9 4

12
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- 2 0 0 0 t R a t i o

3 8 0 2 D F
6 4 7 0 P r o b > |t |

- 104 7 0 P r o b > t

0 95 P r o b < t

- 0 5 2 6 1

10

0 6 1 03
0 6 94 9
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- 1 0 0 0 0 - 5 0 0 0 0 5 0 0 0 1 0 0 0 0
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4 3 3 5 50 9 6

F R a t i o

0 2 7 6 8

P r o b > F

0 6 10 3

NEATPAGEINFO:id=3D685303-7F38-49CF-82A0-8BB24BFDD853
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t = 0 6 1 88 9 3 9 26 8 8 1 12 9 04 2 48 8 3
t = 2 0 6 1 6 8 9 3 9 2 6 8 8 1 1 0 90 4 2 2 8 8 3
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N o n l i n e a r F it
Re s p o n s e : Lo g (S u r v iv a l R a t i o ) : O rg a n ic B a c i l lu s 10 %

,
P r e d i c t o r S y n t h e t i c B a c i l l u s 1 0% (U s e f o r D o s e O r W a t e r )
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N o n l i n e a r F i t
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N o n li n e a r F i t
Re s p o n s e : L o g (S u r v iv a l R a t i o ): O rg a n ic E c o l i 10 %
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